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Zusammenfassung

Die bakterielle Endokarditis ist bis heute eine ernstzunehmende, lebensbedrohliche
Erkrankung. Insbesondere nach operativem Herzklappenersatz ist die infektiose
Endokarditis (IE) als Komplikation von herausragender Bedeutung. Als Erreger spielen
vor allem Staphylococcus aureus sowie Streptococcus sanguis und Staphylococcus
epidermidis eine Rolle. Nach bakterieller Adhasion kommt es im Rahmen der IE zur
Interaktion der Bakterien mit Endothelzellen und Monozyten, die zur
proinflammatorischen und prokoagulanten Aktivierung der infizierten Endothelzellen
fuhrt. Hierdurch kommt es zur Ausbildung von Klappenvegetationen und nicht selten
zur Destruktion der Klappe und weiteren Komplikationen wie (septischen)
Thromboembolien. Um die Biokompatibilitat von Herzklappentransplantaten zu
steigern, ist die Erschaffung der optimalen Herzklappe aus autologem Zellmaterial im
Rahmen des Tissue Engineering Ziel aktueller wissenschaftlicher Untersuchungen.
Das ,optimale Herzklappentransplantat® vereint gute operative Bedingungen, keine
Immunreaktion und minimales Risiko fur Infektion, Kalzifizierung und Degeneration
sowie Thrombenbildung.

In dieser Arbeit soll der Einfluss der Matrix, auf der die Zellen im Rahmen des Tissue
Engineering kultiviert werden, auf die Auspragung der proinflammatorischen und
prokoagulanten Reaktion nach bakterieller Infektion untersucht werden. Wir
kultivierten humane Endothelzellen auf Fibringel und Kollagengel sowie als Kontrolle
auf Polysteren und infizierten diese mit S. aureus, S. sanguis und S. epidermidis.
Insbesondere S. aureus fuhrte auf den Gelmatrices zu einer erhdhten Infektionsrate
(4,2% der Infektionsdosis auf Fibringel, 3,7% auf Kollagengel und 1,2% auf
Polysteren, p<0,01) sowie zu einer erhdéhten Adhasion von Monozyten (61% auf
Fibringel, p< 0,01 und 43% auf Kollagengel, p<0,05, 30% auf Polysteren). Die
Expression der Oberflachenmolekiile ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) und
VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1) zeigten auf allen Matrices vergleichbare
Werte, ebenso die Produktion proinflammatorischer Zytokine.

Die Messung der Tissue Faktor-abhangigen Produktion von Gerinnungsfaktor FXa in
Abwesenheit der Monozyten zeigt einen mafRigen Anstieg, wohingegen es in
Anwesenheit der Monozten auf Polysteren zu einer ausgepragten Steigerung der TF-
abhangigen Gerinnung kommt.

Im Gegensatz dazu ist der gerinnungsaktivierende Effekt der adharenten Monozyten
nicht aufzuweisen, wenn die ECs auf den beiden Gelmatrices kultiviert sind. Dies fiihrt
zu der interessanten Folgerung, dass die Gelmatrices trotz einer erhdhten Anzahl
adharenter Monozyten die Tissue Faktor (TF) -abhangige Produktion von Gerinnungs-
Faktor Xa herunter regulieren. Matrix-induzierte Veranderungen des endothelialen
Phanotypes und der Monozyteninteraktion scheinen den Einfluss der Monozyten auf
die Gerinnungsaktivierung zu reduzieren, selbst bei signifikant erhéhter Anzahl an
anwesenden Monozyten.

Obwohl es nach Kultivierung der Endothelzellen auf den Gelmatrices zur erhdhten
bakteriellen Infektionsrate und zur gesteigerten Monozytenadhasion kommt,
schwachen die Matrices die zellulare Reaktion, gemessen in Expression des TF, ab.
Fur die Entwicklung des ,optimalen Herzklappenersatzes® sind diese Ergebnisse von
Bedeutung. Ob die Matrix auch in vivo einen hemmenden Einfluss auf die
prokoagulante Reaktion der infizierten Endothelzelle hat, missen zuklnftige
Untersuchungen zeigen.
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1.

Einleitung

1.1. Die infektiose Endokarditis

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Die infektiose Endokarditis (IE) ist eine akute Entziindung des Endokards, die zur
Zerstorung des Gewebes fiuhrt sowie Ursache der Bildung septischer Emboli sein
kann (Stock and Sahn 2000; Moreillon and Que 2004; Baddour et al. 2005). Sie
tritt als schwerwiegende Erkrankung besonders bei Patienten nach
Herzklappenersatz auf und kann zur Zerstérung der Herzklappe flihren (Moreillon
and Que 2004). Am haufigsten betroffene Strukturen sind die Herzklappen,
insbesondere die Mitral — und Aortenklappe. Auch benachbarte endotheliale
Strukturen sowie Patch-Material als auch Arterio-vendse-Shuntverbindungen
kénnen von der IE betroffen sein. Vorschadigungen des Herzens, Virulenz der
Erreger und Abwehrlage des Patienten bestimmen das Krankheitsbild. Haufig
befallt die IE einen bereits defekten Klappenapparat (Herold 2013). Die Inzidenz
betragt 2-7 Neuerkrankungen/100000/Jahr in westlichen Industrielandern. 5% der
Betroffenen sind Kinder. In der Mehrzahl der erkrankten Kinder findet sich eine zu
Grunde liegende kongenitale Herzerkrankung. (Mylonakis and Calderwood 2001;
Hoen 2006).

Die akute IE wird durch eine Bakteriamie mit Erregern hoher Virulenz (z.B. S.
aureus, Pneumokokken) ausgeldst, die auch an intakten Herzklappen zu
ausgedehnten Zerstérungen fuhrt (Herold 2013).

Die subakute IE beféallt meist vorgeschadigte Herzklappen, ist charakterisiert
durch einen elongierten Krankheitsverlauf (ber mehrere Wochen und wird
ausgeldst durch Erreger geringerer Virulenz wie Streptococcus viridans oder S.
epidermidis (Milazzo and Li 2001; Day et al. 2009).

Wahrend die Haufigkeit der Streptokokkenendokarditis in den letzten Jahren
ricklaufig ist, nehmen Endokarditiden durch Staphylokokken und seltenere
Erreger insbesondere durch Verwendung prothetischer Materialien in der Medizin
zu (Herold 2013).

Die Diagnose der IE ist weiterhin eine klinische und diagnostische
Herausforderung. Die unspezifischen Allgemeinsymptome wie Fieber,
Abgeschlagenheit, Schwache, Gewichtsverlust und Arthalgien erschweren das

rechtzeitige Erkennen. Nicht selten entsteht ein Zeitintervall von bis zu 5 Wochen



zwischen Erkrankungsbeginn und Diagnosestellung (Stock and Sahn 2000;
Milazzo and Li 2001; Day et al. 2009). Zur klinischen Diagnosestellung bedient
man sich der (modifizierten) Duke-Kriterien (Durack et al. 1994; Tissieres et al.
2003). Die Duke-Kriterien stutzen sich auf Haupt — und Nebenkriterien. Je nach
Anzahl der erflllten Kriterien wird in eine definitive, mdgliche oder

ausgeschlossene IE eingeteilt.

Definition der Duke-Kriterien (Herold 2013)

Hauptkriterien
e kultureller Nachweis einer IE
A. typische, |IE-verursachende Mikroorganismen, mindestens 2 Blutkulturen
I. S. viridans, S. bovis oder HACEK-Organismen*
Il. S. aureus oder Enterococcus
B. Mikroorganismen, passend zur |E aus wiederholt positiven Blutkulturen
C. Positive Kultur fir C. burnetii / 1gG — Antikoérper fir C. burnetii >1:800

¢ Hinweis auf eine endokardiale Beteiligung
A. Positives Echokardiogramm fur eine |E
. flottierende intrakardiale Masse auf einer Herzklappe / Implantat
Il. Abszess
Ill. Neue Dehiszenz einer Klappenprothese
B. Neue Klappeninsuffizienz

Nebenkriterien

e Pradisposition: Herzfehler / intravendser Drogenmissbrauch

e Fieber Gber 38°C

e Vaskulare Befunde: arterielle Embolien, septische Lungeninfarkte,
mykotische Aneurysmen, intrakranielle / konjunktivale Hamorrhagien,
Janeway-Lasionen

¢ Immunologische Befunde: Glomerulonephritis, Osler-Knétchen, Roth’s
Spots, Rheumafaktoren

e Mikrobiologische Hinweise: positive Blutkultur, ohne die Hauptkriterien zu
erfullen, oder serologischer Hinweis fur eine Infektion mit zur IE passenden
Organismen

e Echokardiographische Befunde passend zur IE, ohne die Hauptkriterien zu
erfillen

*HAKEK- Organismen:
Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobakterium hominis, Eikenella corrodens, Kingella

In der Diagnosefindung spielt nach wie vor die Echokardiographie, insbesondere
die transdsophagale Echokardiographie, eine entscheidende Rolle, womit haufig

die Diagnose gestellt werden kann (positive Voraussagemaglichkeit 90%).



Die Prognose der Erkrankung unter Behandlung mit Antibiotika ist abhangig von
Vorschadigung des Herzens, Abwehrlage des Organismus, Lebensalter, Virulenz
der Erreger und Zeitpunkt des Behandlungsbeginns. Auf Grund von
schwerwiegenden Komplikationen wie septischen Embolien, die zu ernsthaften
neurologischen und infektibsen Komplikationen flihren koénnen, sowie der
Schwierigkeit der Identifikation und Behandlung der Krankheitsursache hat die IE
eine Letalitat von bis zu 18% (Baddour et al. 2005; Murdoch et al. 2009).

1.1.2. Pathogenese

Die initiale Phase der IE ist bestimmt durch die Interaktion von Bakterien und
Endothelzellen. Hierbei ist die Virulenz der Bakterien entscheidend fir das
Ausmall der Adhasion an die Endothelzellen als auch fir die Invasion der
Bakterien. Dies ermoglicht eine hamatogene Ausbreitung der Bakterien in andere
Gewebe. (Lowy 1998; Moreillon and Que 2004). Basierend auf einer ersten
Theorie zur Pathogenese der IE nach Angrist and Oka (Angrist and Oka 1963)
und erganzenden weiteren Untersuchungen durch verschiedene Arbeitsgruppen
wird das komplexe Krankheitsentstehen im Wesentlichen in folgende Schritte
zusammengefasst:

Die bakterielle Kolonisation des Endothels fihrt zu einer Aktivierung der
inflammatorischen und prokoagulanten Reaktion des Organismus. Dies
beginstigt die Entstehung von Vegetationen. Vegetationen bestehen aus einem
Netzwerk auf Fibrin und Thrombozyten, angereichert mit Bakterien (Lopes-
Bezerra and Filler 2003).

Intaktes Endothel bietet im Allgemeinen einen guten Schutz gegeniber der
Invasion und Translokation einzelner Bakterien (Durack 1975). Vorbestehende
endokardiale Lasionen bei z. B. Klappenerkrankungen bilden den Ausgangspunkt
fur die Entstehung turbulenter Strdomungen. Hierunter kdnnen nicht-bakterielle,
thrombotische Vegetationen (NBTV) entstehen, die einen Ausgangspunkt flr
sekundare Infektionen bilden konnen (Bdcker 2008). Im Rahmen einer
Bakteridamie (z.B. durch Zahnoperationen oder Infektion eines extrakardialen
Organs) kann an den NBTV eine sekundare Infektion entstehen (Moreillon et al.
2002). Alternativ kdnnen Bakterien mit extrem hoher Virulenz wie S. aureus ohne
Vorschaden an das Endothel adharieren und einen primaren Schaden
herbeifihren (Lowy 1998; Moreillon et al. 2002).



Monozyten/Makrophagen

Monozyten sind Bestandteile des monozytaren phagozytischen Systems (MPS).
Monozyten sind Teil des spezifischen und unspezifischen Immunsystems. Sie
sind die Vorlaufer der Makrophagen. Zirkulierende Monozyten messen 10-11um
im Durchmesser und enthalten Lysosomen im Zytoplasma. Die wichtigsten
Enzyme sind saure Phosphatasen, Esterasen, Proteasen und die
Myeloperoxidase (Bécker 2008). Monozyten spielen im Rahmen der
unspezifischen Immunabwehr eine grofRe Rolle in der inflammatorischen Reaktion
des Organismus. lhre wesentlichen Aufgaben umfassen die Phagozytose von
Bakterien, die Stimulation proinflammatorischer Pathways sowie die Aktivierung
von Fibroblasten und die Induktion der Angiogenese (Bocker 2008). Unter
Interaktion  mit  Bakterien wird eine Reihe  von endothelialen
Oberflachenmolekiilen aktiviert. Hierunter sind fur die weiteren Untersuchungen
dieser Arbeit das intercellular adhesion molekule 1 (ICAM-1; CD54) sowie das
vascular adhesion molecule (VCAM-1; CD 106) von Bedeutung, woran die
Monozyten binden. Endothelzellen und Monozyten produzieren nach Aktivierung
zudem Zytokine und Chemokine (Mattsson et al. 1993; Vernier et al. 1996;
Veltrop et al. 1999; Veltrop et al. 2001; Chia et al. 2002; Moreillon et al. 2002).

Inflammation

Eine akute Entziindungsreaktion geht mit vaskularen und zellularen Reaktionen
einher, die parallel ablaufen und tUber chemische Faktoren reguliert werden. Nach
einer ersten hyperamen Phase entwickelt sich im entzindeten Gewebe durch
Steigerung der Permeabilitat ein interstitielles Odem. Leukozyten wandern aus
dem Blut in das Gewebe. Diese Rekrutierung von Leukozyten in das geschadigte
Gewebe ist entscheidend fur die Entzindungsreaktion. Im Rahmen des
Entzindungsprozesses werden an der Oberflache von Endothelzellen und
Leukozyten Adhasionsmolekile exprimiert, die uUber eine Liganden-Rezeptor-
Erkennung zu endothelial-leukozytéaren Bindungen fiuhren. In der vorliegenden
Arbeit spielt, wie oben bereits aufgefuhrt, insbesondere die Expression der
Adhasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1, die als Marker fiir die stabile Adhasion
von Leukozyten an das Endothel verstanden werden konnen.

Zytokine sind wichtige humorale Komponenten des Immunsystems. Unter dem
Begriff Zytokine werden eine groRe Anzahl Faktoren zusammengefasst, die in
einem komplexen Netzwerk zwischen den einzelnen Bestandteilen des
Immunsystems vermitteln, Zellwachstum und Differenzierung von Zellen

regulieren (Bocker 2008). Hierzu zahlen unter anderem Interleukin-1 (IL-1),
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Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und das anti-inflammatorische Interleukin-
10 (IL-10).

Gerinnung

Die Aktivierung des Gerinnungssystems ist ein Hauptbestandteil der IE. Sowohl
die bakteriellen als auch die kdrpereigenen Oberflachenmolekile manipulieren
die Bildung und Freisetzung des Gewebethromboplastins oder Tissue Faktors
(TF), der initiale Ausloser der extrinsischen Gerinnungskaskade. TF ist ein
Glykoprotein, das aus einer Polypeptidkette mit 263 Aminosauren besteht. Das
Molekulargewicht betragt 46kDa (Lopes-Bezerra and Filler 2003). Die Freisetzung
von TF nach Schadigung des Endokards fuhrt zur Bildung eines Komplexes von
TF, Faktor (F) Vlla und Calcium, welcher die Umwandlung von FX zu FXa in
Gang setzt. Ebenso wird die Umwandlung von FIX zu FIXa durch den Komplex
aus TF, FVlla und Calcium gestartet, was die Bildung von FX zur Folge hat. Die
aktivierte Form des FX, FXa, ist Bestandteil des Komplexes aus FVa, FXa,
Calcium, Phospholipiden und Prothrombin. Dieser Komplex aktiviert Prothrombin
zu Thrombin, welches aus Fibrinogen Fibrin spaltet. TF wird von Zellen im
Subendothel gebildet, von Zellen, die nicht mit flieRendem Blut in direktem
Kontakt stehen (Eilertsen and Osterud 2005; Tilley and Mackman 2006).
Endothelzellen und Monozyten jedoch exprimieren TF im Rahmen einer
Entziindungsreaktion, in vorhergehenden Experimenten nach Stimulation mit S.
aureus, S. sanguis, S. epidermidis gezeigt (Bancsi et al. 1996; Bancsi et al. 1996;
Bancsi et al. 1998). Ebenso ist bekannt, dass Zytokine und bakterielle
Bestandteile die Expression von TF vervielfachen kdnnen (Camerer et al. 1996;
Hahn et al. 2007; Mattsson et al. 2008).



1.2. Bakterienstamme und Virulenzfaktoren
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Abb. 1: Bakterienverteilung Infektidse Endokarditis (Hill et al. 2007)

Abbildung 1 gibt einen Uberblick (iber die Erreger der Infektidsen Endokarditis

(Hill et al. 2007).

Staphylococcus aureus

S. aureus ist ein opportunistischer Erreger, gehort zu den Gram-positiven

Haufenkokken und ist ca. 0,8-1,2um gro3. Das Bakterium ist weit verbreitet. S.

aureus kommt asymptomatisch als Kolonisationskeim auf der Haut und

insbesondere in den oberen Atemwegen des Menschen vor. Die Inzidenz von

ambulant oder hospitalisiert erworbenen Infektionen durch den Erreger steigt

stetig. Zunehmende Resistenzen gegenlber Antibiotika erschweren die Therapie
(Lowy 1998; Moreillon and Que 2004). In 25-35% aller Endokarditisfalle, die mit
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schwerer Degeneration der Herzklappe sowie systemischen Komplikationen
einhergehen, ist S. aureus der Erreger. Zur Risikogruppe gehoéren heute
Patienten mit intravendsem Drogenabusus, altere, immungeschwachte Patienten,
Patienten mit kiinstlichen Klappenersatz sowie Patienten mit erhéhtem Risiko fur
Hospitalinfektionen.

Die Pathogenitat des Bakteriums wird durch das Vorhandensein von speziellen
Oberflachenmolekilen, den MSCRAMMs (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules), bestimmt (Bancsi et al. 1996; Moreillon
et al. 2002; Moreillon and Que 2004; Eichinger et al. 2005).

Diese Oberflachenmolekile besitzen eine hohe Affinitdat zu Molekilen der
extrazellularen Matrix (ECM). Zu nennen sind die Fibronektin-Binding-Proteine
FnBPA und FnBPB sowie der Clumping Faktor A (clfA) (Lowy 1998; Sinha et al.
2000; Que et al. 2001; Menzies 2003; Loughman et al. 2005; Schwarz-Linek et al.
2006). Nach Bindung von FnBP an Fibronektin bilden die Bakterien
Briickenverbindungen zu Fibronektinrezeptoren der Endothelzelle. Uber eine
Bindung von CIfA an Fibrinogen werden Thrombozyten aktiviert (Massey et al.
2001; Loughman et al. 2005). So kann S. aureus an der Zelle adharieren. Wie
oben schon beschrieben, fiihrt die Adhasion von Bakterien an die Endothelzelle
(EC) zur Antwortreaktion derselben. Zelloberflachenmolekule wie die
Adhasionsproteine ICAM-1 und VCAM-1 werden exprimiert, Zytokine und
Chemokine sezerniert (Beekhuizen et al. 1997; Veltrop et al. 1999).

Streptococcus sanguis

S. sanguis gehort zur Gruppe der Viridans-Streptokokken. Viridans-Streptokokken
sind Gram-positive alpha-hamolytische Kettenkokken. Haufiges Vorkommen ist
im Mund-Rachen-Raum. Viridans-Streptokokken sind die haufigsten Erreger der
Endocarditis lenta (Holtmann 2008). Die Krankheitssymptome sind unspezifisch
und schleichend, die Komplikationsrate geringer als bei der akuten Form der |IE
(Day et al. 2009). 26% der Endokarditisfalle bei Erwachsenen werden durch S.
sanguis hervorgerufen (Hill et al. 2007). S. sanguis prasentiert auf seiner
Oberflache Proteine, die Glucane, mit Bindefahigkeit an Fibringerinnseln (Scheld
et al. 1978). Zudem haben die Viridans-Streptokokken die Mdaglichkeit, an
Endothelzellen (ECs) zu binden und zur Expression der Oberflachenmolekile
ICAM-1 und VCAM-1 zu fuhren. Des Weiteren kommt es ebenfalls zur
Ausschittung von Zytokinen wie IL-1, IL-6, IL-8 (Vernier et al. 1997; Veltrop et al.
1999; Stinson et al. 2003; Yeh et al. 2006).



1.3.

Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis gehoért zu den Gram-positiven, koagulasenegativen Haufenkokken
und ist natirlicherweise auf der menschlichen Hautflora zu finden. In 30% der
erwachsen Patienten mit IE eines implantierten Klappenersatzes sowie in 8% der
akuten IE findet sich S. epidermidis als Erreger (Monk et al. 2008). Auch in der
Padiatrie sind 8% der IE nach Klappenersatz auf eine Infektion mit S. epidermidis
zurtickzufiihren (Stock and Sahn 2000; Day et al. 2009). Haufig werden
nosokomiale Infektionen bei geschwachter Abwehrlage durch S. epidermidis
ausgeldst. Durch die Bildung eines Biofilms auf polymeren Oberflachen sind die
koagulase-negativen Staphylokokken nicht selten Ausldser von Infektionen nach
Implantation von Fremdmaterial sowie Infektionen durch Verweilkatheter oder
Drainagen (Moreillon and Que 2004; Monk et al. 2008; Piette and Verschraegen
2009). Der Anteil von S. epidermidis an diesen Infektionen betragt 70-80% (Lode
2004). In der Medizin werden zunehmend Kunststoffe in Diagnostik und Therapie
verwendet, was zur Zunahme der Infekte unter Bildung eines Biofilms flhrt.
Ungefahr die Halfte aller nosokomialen Infektionen ist auf diesen
Pathomechanismus der Staphylokokken zurtckzufuhren (Patti 2005).

Die Symptomatik der IE nach Infektion mit S. epidermidis unterscheidet sich kaum
von der Infektion mit den Viridans-Streptokokken. Wie oben beschrieben, ist
zudem der Pathomechanismus der Bildung des Biofilms fur die Virulenz von S.
epidermidis von entscheidender Bedeutung. Der komplexe Ablauf ist bisher nicht
vollstandig entschlisselt (Nilsdotter-Augustinsson et al. 2005). Nach Infektion mit
S. epidermidis werden ebenfalls die Oberflachenmolekile ICAM-1 und VCAM-1
exprimiert, Monozyten adhéarieren und produzieren Zytokine wie IL-1, IL-6
(Mattsson et al. 1993; Mehlin et al. 1999). S. epidermidis alleine hat nur eine
geringe prokoagulante Aktivitat, nach Kontakt mit Monozyten zeigt sich aber eine

relevante Erhéhung derselben (Veltrop et al. 1999; Veltrop et al. 2001).

Tissue Engineering

Tissue Engineering (TE) bedeutet Gewebekonstruktion bzw. Gewebezlchtung.
Durch Kultivierung spezifischer Zellen auf einer Tragermatrix wird ein kinstliches
biologisches Gewebe hergestellt, das erkranktes Gewebe beim Menschen
ersetzen soll. Die zu kultivierenden Zellen werden dem Patienten entnommen und
in-vitro vermehrt. Daran schlie3t sich die Kultivierung als Monolayer oder auf

speziell angefertigten Gerlsten in dreidimensionaler Form an, die dem



Empfanger (re-)implantiert werden sollen (Lindl 2008). In dieser Arbeit beziehen
wir uns im Speziellen auf Tissue Engineering im kardiovaskularen Bereich. In der
Herzchirurgie werden heute Herzklappengeriste mit patienteneigenen
Gefaliendothelzellen besiedelt (Sodian et al. 2000; Steinhoff et al. 2000;
Jockenhoevel et al. 2001; Mol and Hoerstrup 2004).

Obwohl kontinuierliche Verbesserungen in der Therapie zu verzeichnen sind, ist
die Implantation von kinstlichen oder biologischen Herzklappen nach wie vor mit
Komplikationen wie IE und Einschradnkungen durch Nebenwirkungen verbunden.
Beschrankend sind zum Beispiel die begrenzte Lebensdauer biologischer
Klappen oder das erhdhte Blutungsrisiko durch die notwendige Antikoagulation
nach Implantation von kinstlichen Klappen (Shanmugam et al. 2005; Hill et al.
2008). Um die Risikofaktoren nach Herzklappenimplantation zu verringern und die
Kompatibilitat zu erhéhen, wird in diese Richtung stetig weiter geforscht. Das Ziel
des kardiovaskularen Tissue Engineerings ist die Kultivierung einer vollstandig
autologen Struktur. Abbildung 2 beschreibt die Herstellung einer solchen
Klappenprothese, die am Helmholtzinstitut der RWTH Aachen entwickelt wurde
(Helmholtz-Institut).

Individuell hergestelite
Klappengussform
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Abb. 2: Prinzip der Herzklappenherstellung auf der Basis einer Fibringelmatrix
Aus: Helmholtz-Institut, RWTH Aachen, Department of Tissue Engineering and Textile Implants,

www.ame.hia.rwth-aachen.de

Das Ziel von Tissue Engineering ist, eine vollstandig autologe Herzklappe zu
schaffen, die aus patienteneigenem Material besteht und somit eine hdhere
Biokompatibilitat und Lebensdauer hat (Sodian et al. 2000; Steinhoff et al. 2000;



1.4.

Jockenhoevel et al. 2001; Mol and Hoerstrup 2004). Die entnommenen
Endothelzellen werden, wie oben beschrieben auf einer Matrix angesiedelt.
Hierzu wurden bereits resorbierbare synthetische Materialien, Hydrogele,
naturliche Polymere (Kollagen, Fibrin, Elastin) oder azellulare xenogene Gewebe
untersucht (Sodian et al. 2000; Steinhoff et al. 2000; Teebken et al. 2003; Vesely
2005; Mol et al. 2006; Stock and Schenke-Layland 2006; Dohmen and Konertz
2009; Filova et al. 2009; Schaefermeier et al. 2009). Auf der Suche nach der
theoretisch idealen Herzklappe wird zum Beispiel Fibrin der Hauptbestandteil des
Grundgertustes verwandt. Vielversprechende Ergebnisse konnten bereits im
Tierversuch mit Schafen gezeigt werden (Flanagan et al. 2009). Ebenso steht
Kollagen als Matrix unter aktuellen Untersuchungen (Shi et al. 2005; Vesely 2005;
Balguid et al. 2007; Robinson et al. 2008).

Fibrin und Kollagen spielen eine groRe Rolle bei der prokoagulanten und
inflammatorischen Reaktion von Zellen.

Die Verwendung von Matrices auf der Basis von Kollagen oder Fibrin, die dann
mit menschlichen  Endothelzellen besiedelt werden, ist einer der
Anwendungsbereiche des Tissue Engineering (Jockenhoevel et al. 2001; Taylor
et al. 2002; Taylor et al. 2006).

Unter dem Gesichtspunkt, dass die beiden Materialien als Grundgerist einer
autologen Herzklappe in Frage kommen kdnnten, ist die Interaktion mit Bakterien
von grofRer Bedeutung. Aus diesem Grund werden diese beiden Materialien in der

vorliegenden Arbeit miteinander verglichen.

Zielsetzung

Die Zusammenhange zwischen der Matrix des potenziellen Klappengeristes im
Rahmen des Tissue Engineering (TE) und der bakteriellen Infektion sollten in
dieser Arbeit untersucht werden. Aus diesem Grund benutzten wir in unseren
Untersuchungen ein Modell, das auf dem Prinzip von TE beruht. Hierbei besteht
die Herzklappe in der Zukunft aus einem Klappengerist, dass mit
patienteneigenen Endothelzellen besiedelt wird. Die Endothelzellen wurden auf
einer Matrix kultiviert, deren Einfluss auf die Entziindungsreaktion in unserer
Studie untersucht werden sollte.

Ein entscheidender Schritt in der Pathogenese der bakteriellen Endokarditis ist,
wie oben beschrieben, die Adhasion von Bakterien an das Endothel der

Herzklappe. Hierbei spielen verschiedene =zelluldare und bakterielle
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Oberflachenmolekule eine Rolle sowie die Aktivierung von Leukozyten (Veltrop et
al. 2001).

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist der Keim mit der groften Pathogenitat
unter den Endokarditis verursachenden Bakterien, aber auch Streptococcus
sanguis (S. sanguis) und Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) spielen als
Erreger eine Rolle (Peacock et al. 2000; Veltrop et al. 2000; Moreillon and Que
2004). Die Interaktion zwischen Bakterium, Endothelzelle und aktivierten
Monozyten ist entscheidend fur die Entstehung der Endokarditis. Man geht derzeit
davon aus, dass zuerst Bakterien an das intakte oder beschadigte Endothel
anhaften und dieses invadieren. Nach Bakterienkontakt werden die
Endothelzellen aktiviert. Ausdruck der endothelialen Aktivierung sind unter
anderem die Expression von Adhasionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1) sowie die
Produktion von Zytokinen (Veltrop et al. 1999; Veltrop and Beekhuizen 2002).
Ebenso wird Gewebsthromboplastin an der Zelloberflache exprimiert, was die
Gerinnungskaskade in Gang setzt (Veltrop et al. 2001; Veltrop and Beekhuizen
2002). Hierbei kommt es zur Steigerung der prokoagulanten Aktivitat mit
Thrombenbildung an den Herzklappen. Diese durch die bakterielle Infektion
getriggerten Veranderungen der Endothelzellen sollten in dieser Arbeit auf
unterschiedlichen Matrices untersucht werden.

Die Adhasion von Bakterien an Endothelzellen konnte bereits im in-vitro-Modell
gezeigt werden. Diese Erkenntnisse zur Adhasion zwischen unterschiedlichen
Bakterien und Endothelzellen aus den in-vitro-Versuchen sollten in dieser Arbeit
auf ein Modell aus mit Endothelzellen besiedelten Gelmatrices Ubertragen
werden. Hierbei sollte die Frage geklart werden, ob die Interaktion zwischen
Bakterien und Endothelzellen sich andert, wenn die Endothelzellen auf
verschiedenen Gelmatrices kultiviert werden. Dabei sollte die Adhasion der
Bakterien an die Endothelzellen sowie die proinflammatorische und
prokoagulante Aktivierung der Zellen untersucht werden.

Es sollte gezeigt werden, in wie weit

1. die Adhasion der Bakterien an die ECs abhangig von den unterschiedlichen
Matrices ist,

2. die proinflammatorische Reaktion (Expression von ICAM-1 und VCAM-1,
endotheliale Zytokinproduktion) der ECs eine Abhéangigkeit von den
unterschiedlichen Matrices zeigt,

3. die prokoagulante Aktivitat der ECs mit und ohne Anwesenheit von Monozyten

unterschiedliche Auspragung auf den Matrices zeigt.
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2. Materialien, Bakterien und Gerate

CCH-B-Agar; Oxoid Microbiology products, Thermo Scientific, Hampshire, UK
PBS; Dulbecco instamed 9,55g/I; Biochrom, Berlin

Neutralisationspuffer; BioWhittaker, Verviers, Belgien

TBS (tris buffered saline); Biochrom, Berlin

BSA (Bovines Serum Albumin); Applichem GmbH, Darmstadt

Ethanol 70%; Karl Roth GmbH+Co, Karlsruhe

HBSS ohne Ca/Mg, Nr. 14175-053; Gibco, Auckland, NZ

HBSS, Nr. 14025-050, Gibco, Auckland, NZ

HEPES 1M Puffer; BioWhittaker, Verviers, Belgien

Foetales Kalberserum (FCS) Nr. S-0115, Seromed, Biochrom, Berlin

Trypsin; Biochemisches Institut, Universitat Mlnster

EDTA, Biochrom, Berlin

Kollagenase 0,2%, 10 103 586 001, Roche, Deutschland

M199, ATCC, Manassas, USA

EC-Medium + supplement pack, Promocell GmbH, Heidelberg

RPMI 1640, Gibco, Auckland, NZ

Gelatine, Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Paraformaldehyd, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DAPI-Farbung; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Monozytenfarbung BCECF (2°,7'-bis(carboxyethyl)-5,6-carboxyflourescein);
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Saponin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany

Todd-Hewitt Broth; Oxoid Microbiology products, Thermo Scientific, Hampshire,
UK

Nutrient Broth II; Oxiod Microbiology products, Thermo Scientific, Hampshire, UK
Humanserum; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim

IL-1; R&D Systems, UK

Penicillin-Streptomycin; MP Biomedicals, Santa Ana; USA

Goat Serum; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Foetales Kalberserum (FCS) Nr. S-0115; Seromed, Biochrom, Berlin
PefachomeFXa, Kordia Life Sciences, Leiden, NL

Faktor X, Enzyme Research Laboratories, Swansea, UK

50% Essigsaure, 0,1% Essigsaure; Arthro-Kinetics, Esslingen

Fibrinogen (plasminogenfrei); Sigma, Seelze

Kollagen 6mg/ml in Essigsaure 0,1%; Arthro Kinetics, Esslingen, Deutschland
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Anti-CD54 (ICAM-1) mAb 15.2; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Anti-D106 (VCAM-1) mAb 1g11B1; Biosource International, Camarillo, USA
Phycoerythrin goat-anti-mouse Ig, Southern Biotechnology Associates Inc.,
Birmingham, USA

PeliKine Compact™ human IL-8 enzyme-linked immunosorbent assay Kkit;
Sanquin, Amsterdam, Niederlande

tTM

Cytoset'™ immunoassay kit; Biosource International, Camarillo, USA

Staphylococcus aureus 42D
Staphylococcus epidermidis ATCC 149900
Streptococcus sanguis NCTC 7864

Labor fiir Infektiologie, Dr. H. Beekhuizen, Universitat Leiden, Niederlande

Zentrifuge; Rotanta TRC, Hettich, Berlin

Wasserbad, Kéttermann Labortechnik, Hanigsen

Brutschrank; Heraeus, Kendro Laboratory Products, Langenselbold
Vortexer; Heidolph, Schwabach

Ultraschallsonde; Bandelin electronic; Berlin

Tegadermfolie; 3M, Neuss

Zellkulturschalen, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA
Wellplatten, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA
Fluoreszensmikroskop ApoTome; Zeiss

Spektrophotometer; Beckmann Coulter Du640B, Beckmann, Fullerton, USA
Tecan Infinite M200 photometer; Tecan, Crailsheim

FACScan; Becton Dickinson FACSCaliber, Franklin Lakes, USA
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3. Methoden

3.1. Isolation und Kultur der Endothelzellen

Fur die Experimente wurden humane Endothelzellen verwendet, die aus der Vena
saphena magna mittels Kollagenase isoliert wurden. Bei den verwendeten
Venenstlcken handelte es sich um nicht bendtigte Stlicke von Patienten, die eine
Bypassoperation der Herzkranzgefalle erhielten. Ein schriftliches Einverstandnis
der Patienten lag vor. Die Endothelzellen wurden aus der Vene mit 0,2%
Kollagenase herausgeldst. Zunachst wurde die Vene unter sterilen Bedingungen
mit 10ml PBS-Puffer von aufen und innen gesplilt, wobei die Venenklappen die
Spulrichtung vorgeben. Im Anschluss wurde die Vene mit der Kollagenaseldsung
gefullt und beide Enden mit chirurgischen Klemmen verschlossen. Die
Kollagenase |0ste die Endothelzellen, die das Venenlumen von innen auskleiden,
von der Tunica media. Dieser Vorgang bendtigte 20 Minuten im Brutschrank bei
37°C. Nach Ablauf der Zeit wurde der Lysevorgang mittels 10 ml Stopp-Medium
(M199+10% FCS, s.0.) und 10 ml PBS-Puffer unterbrochen, welche mit Hilfe
einer Spritze kraftig durch das Venenlumen gespllt wurden. Die Flissigkeit, die
nun auch die abgeldsten Endothelzellen enthielt, wurde in einem sterilen
Roéhrchen aufgefangen. Die abgelésten Endothelzellen wurden nun fir 10 min.
bei 3129 x g und 4°C =zentrifugiet und anschlieBend in 1-2 ml
Endothelzellmedium aufgenommen. Nach der Isolation wurden die Endothelzellen
in Zellkulturschalen kultiviert, die zuvor 30 min. mit 0,75 % Gelatine beschichtet
wurden. Die frisch isolierten Endothelzellen wurden als Passage 0 bezeichnet.
Die Zellen wuchsen in Passage 0 innerhalb von 3-5 Tagen unter sterilen
Bedingungen im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, zu einem konfluenten
Monolayer. War dieses Stadium erreicht, wurden sie passagiert. Hierzu wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 300ul Trypsin/EDTA flr 3 min. bei 37 °C
inkubiert. Das Trypsin/EDTA |6ste die Zellen von der Oberflache. AnschlielRend
wurden die Zellen mit 500ul PBS in der Schale resuspendiert und dadurch
zusatzlich mechanisch vom Plastik abgeldst. Die abgelésten Endothelzellen
wurden erneut in Endothelzellmedium (4-4,5 ml) aufgenommen und die
Suspension auf drei mit Gelatine beschichtete Zellkulturschalen verteilt. Diese
Zellen wurden als Passage 1 bezeichnet. Fur die Experimente wurden Zellen der
Passage 2-3 verwendet. Hierzu wurden die Endothelzellen alternativ auf

Fibringel, Kollagengel oder auf mit Gelatine beschichtete Wellplatten kultiviert.
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3.2. Kultur der Monozyten

Verwendet wurde eine human monozytare Zelllinie THP-1. Nach erstmaligem
Auftauen wurden die Zellen in 7,5 ml RPMI 1640 mit 100 U/ml Penicillin G, 0,1
mg/ml Streptomycin und 10% FCS in einer Zellkulturflasche kultiviert. Nach 3
Tagen wurde das Medium erneuert und die THP-1 Zellen wurden auf 3 neue
Zellkulturflaschen verteilt. Es konnte gezeigt werden, dass die Monozyten der
THP-1 Zelllinie alle Oberflachenmolekille expremieren, die flr die Interaktion mit
Endothelzellen von Bedeutung sind. Ebenfalls aktivieren sie den extrinsischen
Gerinnungsweg nach adaquater Stimulation (Veltrop et al. 2001; Veltrop and
Beekhuizen 2002). Im weiteren Text werden die THP-1 Zellen als Monozyten
bezeichnet. Vor der Verwendung wurden die Monozyten in M199 mit 10% HuSi

resuspendiert.

3.3. Herstellung der Matrices

3.3.1. Herstellung des Fibringels

Das humane Fibrinogen wurde in destilliertem Wasser geldst und Uber Nacht tber
eine 6000-8000 Membran gegen TBS dialysiert. Nach steriler Filtration wurde die
Konzentration des Fibrinogen im Photometer bei 280nm ermittelt. Der
Extinktionskoeffizient betrug 1,5, was einer Konzentration der Fibrinldsung von
8mg/ml in TBS entspricht. Die Polymerisation des Fibringels wurde durch Zugabe
von Thrombinlésung (40U/ml) und CacCl; (50nM) erreicht. Die Fibrinldsung wurde
in eine 24-Well-Zellkulturplatte gegeben. Dabei bedeckten 250 ul Gellésung den
Boden eines Wells. Das Fibringel erhartete bei Zimmertemperatur nach 10 min.
Danach wurde 500 ul sterile PBS in jedes Well gegeben und die Wellplatten bis

zum Ausfuhren eines Experimentes im Inkubator aufbewahrt.

3.3.2. Herstellung des Kollagengels

Das Kollagengel basierte auf Kollagen Typ |. Die fertige Kollagenlésung wurde in
6mg/ml 0,1% Essigsaure von Arthro-Kinetics geliefert. Die Losung blieb bei 4°C
flissig. Vor Verwendung wurde die Lésung fur 10 Minuten bei 700 x g zentrifugiert
und 1:1 mit einem Neutralisationspuffer (2x DMEM / 2M N-2-
hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonsaure [0,93/0,07]) verdiinnt. Jeweils 250 ul
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3.4.

3.5.

des noch flissigen Kollagensubstrates wurden auf den Boden eines Wells einer
24-Well-Zellkulturplatte pipetiert. Die Polymerisation des Gels wurde durch die
Erwarmung auf Raumtemperatur erreicht (10 min). Anschlielend wurde 500 pl
steriles PBS in jedes Well gegeben und die Wellplatten bis zum Ausfuhren eines

Experimentes im Inkubator aufbewahrt.

Bakterien und deren Wachstumsbedingungen

Fir die Versuche wurden drei fir die Endokarditis relevante Bakterienstamme
verwendet: Staphylococcus aureus 42D (S. aureus), Staphylococcus epidermidis
ATCC 149900 (S. epidermidis) und Streptococcus sanguis NCTC 7864 (S.
sanguis). Die Bakterien wurden bei -70 °C aufbewahrt und am Vortag des
Versuches in eine Ubernachtkultur gebracht (6 Stunden). Hierzu wurde jeweils
eine Ose Bakteriensuspension den Arbeitsaliquots entnommen und in 10ml
Medium gebracht. Flr S. epidermidis und S. sanguis ist THB-Medium, fur S.
aureus NBII-Medium zu verwenden. Die Bakterien wurden fir sechs Stunden in
37°C-Wasserbad kultiviert. S. aureus 42D wurde in Nutrient Broth Il (NB) bei 37
°C bis zur log-Phase angezichtet. Fur S. epidermidis ATCC 149900 und fur S.
sanguis NCTC 7864 Todd-Hewitt Broth (THB) verwendet. AnschlieRend wurden
die Bakterien in M199 mit 0,1% (w/v) Gelatine und 10% aktivem Humanserum fir
30 min auf der Rotationsplatte bei 4 rpm opsonisiert. Die bakterielle Konzentration
wurde im Photometer (Optische Dichte 600nm) bei einer Extinktion von 0,65
eingestellt. Mittels einer vorher erstellten Eichkurve wurden die Konzentrationen
der verschiedenen Bakterien fir die spezifischen Extinktionen bestimmt.
AnschlieRend wurden die Bakteriensuspensionen bis zur gewlnschten
Konzentration verdiinnt und in M199 mit 10% Hitze inaktiviertem Humanserum
(HuSi, 20 min, 56°C) resuspendiert.

Farben der Zellkerne mit DAPI

Um zu untersuchen, ob die Endothelzellen unter Kulturbedingungen auf Fibringel,
Kollagengel und in der Polysteren-Zellkulturplatte gleich gut wuchsen, wurde die
Anzahl der Endothelzellen pro Flache bestimmt. Hierzu wurden die isolierten
Endothelzellen in Passage 2 auf 6-Well-Zellkuturplatten (Flache/Well: 9,6 cm?)
und auf 24-Well-Zellkulturplatten (Flache/Well: 3,8 cm?) ausgesét.
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Die Endothelzellen lagen zu Beginn des Versuches in einem konfluenten
Monolayer vor. Dieser wurde nun mit PBS gewaschen und fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur mit 4 % Paraformaldehyd fixiert. Das Paraformaldehyd wurde
nach dieser Zeit wieder abgewaschen und die Zellen wurden far 5 Minuten mit
der DAPI-Farbung (4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol) inkubiert. Die DAPI-Farbung
fuhrte zu einer Blaufarbung der Zellkerne, wodurch sich diese optisch vom
Zytoplasma abgrenzten. Die Farbelésung bestand aus dem Farbstoff DAPI,
geldst in PBS, und 2 % Saponin zur Zellpermeabilisierung.

Nach der Inkubationszeit wurde der Zellayer mit PBS gewaschen. Die Zahl der

Zellkerne wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt.

3.6. Infektionsassay

3.6.1. Infektionsassay ohne Endothelzellen

Um die Auswirkungen der beim Infektionsassay verwendeten Bakterien auf die
Matrices zZu Uberprifen wurde die Infektion ebenfalls ohne
Endothelzellbeschichtung durchgefihrt. Hierbei sollte verglichen werden, ob die
Matrices die Adhéasion der Bakterien unterschiedlich beeinflussen. Zur
Vorbereitung mussten die Bakterien, wie im vorangehenden Kapitel beschrieben,
in Ubernachtkultur gebracht werden. Am Versuchstag wurden die Bakterien wie im
folgenden Kapitel fur den Versuch aufbereitet. Infiziert wurden Kulturschalchen,
die wie unter Versuchsbedingungen mit Fibringel und mit Gelatine beschichtet
waren. Die Ergebnisse wurden, wie dem folgenden Kapitel genauer zu entnehmen

ist, in Prozent der Inokulationsdosis ausgedriickt.

3.6.2. Infektionsassay mit Endothelzellen

Zur Vorbereitung mussten am Vortag des Versuches die zu verwendeten
Bakterien in Ubernachtkultur gebracht werden. Die Versuchsvorbereitung ist im
vorangehenden Kapitel beschrieben worden. Am Versuchstag wurde jede
Ubernachtkultur (UNK) zunachst zweimal mit PBS gewaschen. Die UNK wurde
bei 2815,9 x g und 4 °C fiir 5 min. zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Das
Pellet wurde mit HBSS+Hepes resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Im Anschluss wurden die Bakterien

opsonosiert. Hierzu wurden sie mit 2 ml aktivem Humanserum und 8 ml
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M199+Gelatine fur 30 min. bei 37 °C auf dem Schuttler opsonisiert. Nach
Zentrifugation wurden die Bakterien in M199 mit 0,1 % (wt/vol) Gelatine und 10 %
(vol/vol) frischem, humanem Serum aufgenommen und fir 30 min. unter Rotation
(3 rpm) zwecks Opsonisierung inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang
wurden die Bakterien in PBS aufgenommen und im Photometer bei einer
Wellenlange von 600 nm auf eine Extinktion von 650 eingestellt. Dies entsprach
einer in Vorversuchen festgestellten Bakterienkonzentration fir S. aureus von
2x10® Bakterien/ml, S. sanguis von 7x10° Bakterien/ml und S. epidermidis von
1x10® Bakterien/ml. Fiir die von uns durchgefiihrten Versuche verdiinnten wir die
Bakterien in M199 mit 10 % hitzeinaktiviertem Humanserum an folgende

Konzentrationen pro 2x10° ECs:

Staphylococcus aureus: 1x10%°und 1 x 10’
Staphylococcus epidermidis: 5 x 106 und 5 x 10’

Streptococcus sanguis: 5x 10° und 5 x 10’

Die Konzentrationen wurden so gewahlt, dass >80% der Endothelzellen infiziert,
aber nicht zerstort werden. Die MOI (multiplicity of infection) betrug in den
Versuchen flr S. aureus zwischen 5:1 und 50:1, flr S. epidermidis und S. sanguis
zwischen 25:1 und 250:1. Der Endothelzellmonolayer war nach einer Stunde
Infektionszeit noch intakt. Die oben genannten Konzentrationen wurden in
M199+10% inaktivem Humanserum eingestellt und in jeweils 1ml/Well auf die
Endothelzellen in der 12-Wellplatte gegeben. Hierbei wurden in sechs Wells die
Konditionen auf den Gelmatrices und in der Zellkulturplatte miteinander
verglichen. Zur spateren Bestimmung der genauen Inokulationsdosis wurde als
Kontrollwert von jeder eingestellten Konzentration 1ml in ein steriles Well
gegeben.

Die Versuchsplatten werden fir eine Stunde im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Wells 10 mal mit
HBSS+Hepes gewaschen und anschlieBend mit einer 0,5%igen
Kollagenasel6sung von der Matrix geldst. Hierzu wurden die Versuchsplatten mit
jeweils 500ul Kollagenase/Well fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dem
Lysevorgang wurde jedes Well mit M199 auf 1ml aufgeflllt. Die Wells wurden
nun einzeln unter sterilen Bedingungen fur jeweils 20 Sekunden mit 10 %
(Pulsationsmodus: Pro Sekunde 0,1 Sekunden Ultraschall, 0,9 Sekunden Pause)

Ultraschall beschallt, um alle adharenten Zellen und Bakterien vom Untergrund
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und aus ihrem Zellverband zu 16sen. Dabei wurden die Versuchsplatten unter
sterilen Bedingungen mit Tegadermfolie verschlossen. Die Folie Uber den
einzelnen Wells wurde mit einem sterilen Skalpell kreuzférmig eingeschlitzt und
die Sonotrode in das Well getaucht. Beim Lysevorgang wurde explizit auf ein
Enganliegen der Tegadermfolie geachtet, so dass die Wellinhalte der einzelnen
Wells sich nicht untereinander vermischen konnten. Nur so lieR sich
gewahrleisten, dass die Bakterienkolonien sich trennten, so dass in der sich
anschlielenden Ausplattierung (Beschreibung der Vorgehensweise und der
Verdinnungsreihe siehe unten) einzelne Bakterien nach 24 Stunden Inkubation
einzelne Kolonien entwickelten. In der Auszahlung konnte dann von den Kolonien
auf der Blutagarplatte auf die ausplattierte Bakterienkonzentration geschlossen
werden. Dieser Vorgang musste auch mit den Kontrollwells durchgefiihrt werden.
Durch die Lyse und die Beschallung wurden die Endothelzellen zerstort und die
adharenten und invadierten Bakterien freigesetzt. Zur Bestimmung der
Bakterienzahl wurde eine Verdlinnungsreihe angesetzt. Der Inhalt der einzelnen
Wells wurde je nach angenommener Bakterienkonzentration 4-5 mal 1:10 in PBS
verdinnt. Von den einzelnen Verdinnungen wurden 6 Tropfen von 10 ul auf
vorgewarmte Blutagarplatten ausplattiert. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C
und 5 % CO, wuchsen die entsprechenden Bakterienkolonien, die ausgezahlt
wurden. Die Auszahlungen entsprachen der Anzahl der Bakterien, die nach der
einstindigen Inkubation an die Endothelzellen adhérierten bzw. in die Zellen
invadierten. Die am Photometer ermittelten Konzentrationen mussten nun anhand
der Kontrollwerte korrigiert werden. Die Anzahl der ausplattierten Bakterien aus
den Kontrollwells  liessen eine  Aussage darUber zu, welche
Bakterienkonzentrationen man wirklich vor der einstindigen Inkubation in die
Versuchswells pipettiert hatte. Die so herausgefundenen Konzentrationen waren
die eigentlichen Inokulationsdosen, mit denen die Endothelzellen inkubiert
wurden. Die Ergebnisse der anderen Wells liessen sich am besten darstellen,
indem man in Prozent der Inokulationsdosis (IOD) verglich. Es wurde dazu am
Versuchsende des Assays ermittelt, wie viele Bakterien sich in den Wells
befanden und diese Werte wurden in Verhaltnis zu der 10D der Kontrollwells

ausgedruckt.
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3.7. Durchfluzytometrieanalyse (FACS Analyse) der Oberflachenmolekule

Mit Hilfe der quantitativen Durchflusszytometrie wurden Veranderungen im
Oberflachenmarkerprofil der Endothelzellen, die im Rahmen einer Aktivierung der
Endothelzellen entstehen, gemessen. Wir haben dazu die Adhasionsmolekule
ICAM-1 (CD 54) und VCAM-1 (CD 106) bestimmt. Das Experiment umfasste zwei
Versuchstage. Am ersten Versuchstag wurde die Infektion der Endothelzellen,
wie im Infektionsassay beschrieben, durchgefihrt. Hierbei wurden konfluente
Monolayer in der 12-Well-Zellkulturplatte verwendet. Auf 6 Wells wurden die
Endothelzellen auf die mit Gelatine beschichteten Wells ausgesat und auf den
anderen 6 wurden die Zellen auf Fibringel kultiviert, so dass wieder die beiden
unterschiedlichen Matrices miteinander verglichen werden konnten. Im ersten
Versuchsteil wurde wie beschrieben ein Infektionsassay durchgefiihrt. Es wurden
S. sanguis und S. epidermidis in der Konzentration 5 x 10’, S. aureus in den
Konzentrationen 1 x 107 verwendet. Auf die geringere Konzentration der Keime
wurde verzichtet. Vorausgegangene Untersuchungen konnten zeigen, dass es bei
einer stattgehabten Infektion der Endothelzelle immer zur Aktivierung derselben
kommt, unabhangig von der Bakterieninfektionsdosis (Veltrop et al. 2000). Als
negative Kontrolle wurden uninfizierte Endothelzellen verwendet. Als positive
Kontrolle wurden Zellen nach Stimulation mit 5 U/ml Interleukin-1 (IL-1)
verwendet. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde jedes der Wells gewaschen
und mit neuem Medium (M199 plus 10 % Humanserum) versehen, um eine
weitere Vermehrung der Bakterien zu vermeiden. Die Zellen blieben dann fir
weitere 23 Stunden im Brutschrank. Die Platte wurde nach insgesamt 24 Stunden
Inkubationszeit mit PBS gewaschen und fur 20 Minuten mit 0,2 % Kollagenase
bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden vorsichtig durch Resuspension von der
Matrix gelést und in PBS+10% FCS aufgefangen und danach fur 15 Minuten in
PBS+1%FCS+NGS geblockt. Dieser und alle weiteren sich anschlieBenden
Vorgange wurden auf Eis ausgefuhrt. Nach der Blockphase wurden die Zellen auf
die FACS-Rohrchen verteilt, die beiden Kontroll-Wells auf vier Rohrchen, alle
anderen Konditionen auf jeweils drei Rohrchen. Von den beiden primaren
Antikorper (Maus-Antikérper, mAb) gegen die Adhasionsmolekile ICAM-1 (anti-
CD54 mAb 15.2) und VCAM-1 (anti-CD106 mAb 1G11B1) wurden je 50l
(Konzentration 1ug/ml) in eines der FACS-Rohrchen gegeben, so dass pro
Kondition inklusive Kontrolle je ein Réhrchen mit ICAM - AK und eines mit VCAM
— AK versehen war. Die primaren Antikérper mussten anschlieRend 30 min auf

Eis inkubiert werden. Im nachsten Schritt schloss sich dann die Markierung mit
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dem sekundaren, fluorenszenzhaltigen Antikdrper Phycoerythrin (PE, goat-anti-
mouse Ig) an. Der sekundare Antikorper sollte an an die zuvor zugegebenen
primaren Antikérper binden. Von diesem wurden ebenfalls je 50ul in die mit
ICAM-1 und VCAM-1 inkubierten Rdéhrchen gegeben, sowie in je ein Réhrchen
pro Kondition inklusive Kontrolle und erneut fir 30 min auf Eis inkubiert. Die
Réhrchen wurden nun mit Aluminiumfolie abgedeckt. In die beiden Ubrigen
Roéhrchen der Kontroll-Wells wurde eine aquivalente Menge PBS gegeben. Nach
der Markierung der Antikérper wurde die Messung mit dem Durchflusszytometer
gestartet. Es wurde quantitativ die Menge an fluoreszierendem sekundaren
Antikérper gemessen, welche einen Rickschluss auf die Expression der zu

messenden Adhasionsmolekule zuliess.

3.8. Analyse der Zytokinproduktion mittels Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
(ELISA)

Die Mediumuberstande der auf den verschiedenen Matrices Kkultivierten
Endothelzellen nach Bakterieninfektion wurden auf die Produktion von Zytokinen
mit Hilfe des ELISA getestet. Ausgewertet wurden die Uberstande nach Infektion
mit S. aureus in Konzentration 1x10” und S. sanguis und S. epidermidis in
Konzentration 5x10”. Im Rahmen des ELISA-Tests wurde die spezifische
Erkennungsreaktion zwischen Antigen und Antikorper detektiert. Diese Reaktion
wurde mittels einer enzymgesteuerten Farbreaktion sichtbar gemacht. Zur

Detektion von IL-8 verwendeten wir das PeliKine Compact™

human IL-8 enzyme-
linked-immunosorbent Assay Kit, zur Detektion von IL-6 und humanem MCP-1
(monocyte chemoattractant protein) das Cytoset™ Immunoassay Kit. Die Tests
wurden nach den Herstellerinformationen bearbeitet. Hierzu wurden die 96
Wellplatten aus dem Kit entsprechend vorbereitet durch mit einem spezifischen
Antikorper gegen die getesteten Zytokine beschichtet. Nach Zugabe der zu
untersuchenden Uberstande in drei Verdiinnungen wurde jedem Well ein
entsprechend spezifischer Biotin-konjugierter, polyklonaler Antikbrper zugegeben.
Im nachsten Schritt wurde jedes Well mit Avidin, welches an Horseradish
Peroxidase (HRP) konjugiert ist, inkubiert. Darauf wurde ein TMB (3,3'5, &'
tetramethyl-benzidine) Substrat jedem Well beigegeben. Zwischen allen Schritten
des Experiments wurde ein Waschvorgang ausgefihrt. Nur diejenigen Wells, die
IL-8 (IL-6 oder MCP-1)-Biotin-konjugierten Antikérper und Enzym-konjugiertes

Avidin enthalten, zeigten eine Farbreaktion. Die Enzym-Substrat Reaktion wurde
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3.9.

3.10.

mit einer Schwefelldsung (H.SO, 4N) gestoppt. Mittels Untersuchung im
Spektrometer wurde die Farbreaktion bei einer Wellenlange von 450 nm
gemessen. Anhand einer Standardkurve konnte von den Farbreaktionen auf die
Konzentration der untersuchten Verdiinnungen der Uberstéande geschlossen
werden. Die eigentliche Zytokinkonzentration in den Uberstanden wurde
anschlielend berechnet. Die Detektionsgrenzen der Zytokine betrugen hierbei 8,0
pg/ml fur IL-8, 50,0 pg/ml fir IL-6 und 30,0 pg/ml fir MCP-1.

Monozytenadhasion

Die im Experiment verwendete Monozytenanzahl betrug 1,5x10° Monozyten pro
24-Well mit 2x10° ECs. Die Monozyten (THP-1) wurden in einer Neubauer-
Kammer nach vorheriger Farbung mit Tark’scher Losung entsprechend gezahlt.
Die Monozyten wurden in M199 resuspendiert und mit BCECF (siehe Materialliste)
fur 30 min bei 37°C (6,25 ml BCECF auf 10 ml Medium) inkubiert. Nach einem
zweimaligen Waschvorgang mit M199 wurden die Monozyten in M199 + 10%
HuSei resuspendiert. Die gefarbten Monocyten wurden auf die infizierten
Endothelzellmonolayer auf den verschiedenen Matrices gegeben. Die Experimente
wurden mit einer Inkubationszeit der Monozyten von 1 h und 6 h bei 37°C und
5%CO, ausgefihrt. Nach einer Stunde Inkubationszeit war der Zeitpunkt erreicht,
an dem man optimal die Frihreaktion der Endothelzellaktivierung nach
Monozytenadhasion messen konnte (Beekhuizen et al. 1990; Beekhuizen et al.
1997). Nach 6 Stunden Inkubationszeit konnte die prokoagulante Aktivitat via
Tissue Faktor (TF) ermittelt werden (Veltrop et al. 2001). Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Endothelzellayer flnffach mit angewarmtem PBS
gewaschen. So konnten nicht adharente Monozyten entfernt werden. Nach
Fixierung mit Methanol fur 15 Minuten wurde die Menge der adharenten
Monozyten im Photometer (Tecan Infinite M200 Photometer) bestimmt. Die

Monozytenanzahl wurde anhand einer vorher ermittelten Standardkurve bestimmt.

Bestimmung der prokoagulanten Aktivitat

Die Gerinnungsaktivitdt wurde an Hand der Menge an freigesetztem
Gewebethromboplastin oder Tissue Faktor (TF) gemessen. TF leitete die Bildung

von FXa aus FX ein, wie zuvor beschrieben. Diese Umwandlung wurde im
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Versuch gemessen. Hierzu wurden die auf unterschiedlichen Matrices kultivierten
und mit den drei verschiedenen Bakterien infizierten Endothelzellen zunachst
funffach mit PBS gewaschen. Das Reaktionsgemisch, bestehend aus 15ul FVII,
12,5ul 0,1M CaCl2 und 100pl Puffer A (pH7,45) wurde zu den Versuchswells auf
den infizierten Endothelzelllayer dazu gegeben. Die Wellplatte wurde fur 20
Minuten bei 37°C auf der Rotationsplatte bei 200rpm inkubiert. In dieser Zeit
formte sich der Komplex aus TF, FVII und Calcium, in dem FVII zu FVlla aktiviert
wurde. Anschliessend wurde zu den Wells 20ul 10U/ml FX zugegeben, welches
von den vorhandenen Gerinnungsfaktoren zu FXa aktiviert wurde. Eine
Inkubationsphase von 5 Minuten bei 37°C und 200rpm auf der Rotationsplatte
schloss sich an. Um den Vorgang der FXa-Bildung zeitlich zu stoppen, wurde
100ul Puffer B (pH 8,2) verwendet. Hierzu wurde von jedem Versuchswell 100ul
Uberstand in ein mit 100ul Puffer B gefiilltes Rohrchen auf Eis gegeben. Die
Roéhrchen wurden bei 37°C ins Wasserbad gestellt, der pH-Wert durch Zugabe von
100ul Puffer C (pH 7,45) ausgeglichen.

Pro Rohrchen erfolgte nun die Zugabe des Farbemittels PefachromeFXa
(1mg/ml), ein chromogenes Substrat von FXa. 25pl hiervon wurden pro Réhrchen
addiert und fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Dies fuhrte zu einer Gelbfarbung
von FXa.. Die Farbung wurde mit Zugabe von 200ul Essigsaure (50% vol/vol)
gestoppt. 200 pl der Proben wurden jeweils in ein Well einer 96 Wellplatte
gegeben und die 10D bei 405 nm im Photometer ermittelt. Aus der 10D wurden die
FXa Konzentrationen berechnet. Hierzu wurde eine Standardkurve mit reinem FX
erstellt, der mit Russel Viper Venom vollstandig aktiviert war. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden in die Menge an gebildetem FXa in mU FXa pro Well mit 2 x
10° ECs umgerechnet. Hierzu verwendeten wir folgende Formel:

FXa= (0,2156x [OD405-background plate] — 0,0021) x 1000.

3.11. Statistische Analyse

Die vorliegenden Daten wurden mit dem PASW-Programm von Windows software,
Version 18 (SPSS GmbH Software, Munchen), analysiert. Die Daten waren
normalverteilt und wurden mit dem einfaktoriellen ANOVA-Test (ANalysis Of
VArience) analysiert. Die Methode nach Scheffé wurde verwendet, um die
Signifikanzniveaus fir multiple Vergleiche zu korrigieren. Die Ergebnisse wurden
in Mittelwert £ Standardfehler vom Mittelwert angegeben. Als signifikant galten
Werte mit p < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung der Zellkerndichte mittels DAPI-Farbung

Die Farbung der Endothelzellen mit DAPI gab die Dichte des Endothelzelllayers,
d. h. die Anzahl der Zellen pro Flache, auf den unterschiedlichen Matrices wieder.
Hiermit wurde untersucht, ob die Zellen sich in Wachstum und Kultur,
unabhangig von der Matrix, auf der sie angesiedelt sind, gleich verhalten. Es
wurden dabei die Anzahl der Zellkerne pro Flache gezahlt und so auf die
Zellzahl/Flache geschlossen. In Tabelle 1 sind die Mittelwerte der Zellzahlen pro

Quadratzentimeter aufgefihrt.

Polysteren Fibringel Kollagengel

Mittelwert
(Zellen/cmz) 1,02 x 10° 1,14 x 10° 1,04 x 10°

Tabelle 1: Zellzahl / Flache

Abb. 3: Zelllayer nach Farbung der Zellkerne mit DAPI
VergroRerung: 100x
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Abb. 4: Mikroskopie des Endothelzelllayers
VergréRerung: 100x

Abbildung 4 zeigt ein mikroskopisches Bild eines intakten EC-Monolayers,
Abbildung 3 den Zelllayer nach Farbung der Zellkerne mit DAPI.

Vergleicht man die Anzahl der Zellen pro Quadratzentimeter auf den
unterschiedlichen Matrices (Tabelle 1) miteinander, ist zu sehen, dass die
Zellzahlen nicht signifikant voneinander abweichen. Der Zellmonolayer hatte die
gleiche Zelldichte auf allen drei Oberflachen. Damit waren die gleichen

Ausgangsbedingungen fir die weiteren Experimente gegeben.

4.2. Infektionsassay
4.2.1. Bakterienadhasion an Matrices ohne Endothelzellen

Um das Adhasionsvermdgen der Matrices (Polysteren, Fibringel und Kollagengel)
selbst zu untersuchen infizierten wir die Matrices mit Bakterien ohne vorherige
Endothelzellbesiedlung. Die Anzahl der adharenten Bakterien wurde in Prozent
der Inokulationsdosis ausgedriickt. Die Ergebnisse sind der nachstehenden
Tabelle (Tabelle 2) zu entnehmen. Die Adhasion der Bakterien S. sanguis und S.
epidermidis waren auf allen Matrices vergleichbar. Auch nach Ausbringen auf die
Gelmatrices waren keine signifikanten Steigerungen der Adhasionsfahigkeit zu
verzeichnen. S. aureus dagegen zeigte einen deutlichen Anstieg der Adhasion

nach Inkubation auf beiden Gelmatrices gegentber Polysteren. Auf Kollagengel
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erhohte sich der Wert um das Zehnfache, auf Fibringel versiebzehnfachte sich die

Adhasionskapazitat.

Polysteren Fibringel Kollagengel
(MEAN + SEM) (MEAN + SEM) (MEAN + SEM)
S. aureus 0,31 (+0,08) 551 (£0,38)*™ 3,32 (+0,92)**
S. sanguis 0,05 (+0,02) 0,05 (+0,02) 0,14 (x 0,05)
S. epidermidis 0,26 (+0,03) 0,24 (+0,04) 0,32 (+,02)

Tabelle 2: Bakterienadhasion an den Matrices ohne Endothelzellen

ANOVA Analyse: ** = p < 0,01 Gel Matrices im Vergleich zur Kondition auf der Polysterenplatte
Angaben in % der Inokkulationsdosis, MEAN = Mittelwert, SEM = Standardfehler des Mittelwertes

4.2.2. Bakterielle Infektion der Endothelzellen

Um die Adhasion der Bakterien an ECs zu untersuchen, wurden die Bakterien S.
aureus, S. sanguis und S. epidermidis in zwei verschiedenen Konzentrationen flr
1 Stunde mit den ECs inkubiert. Die ECs wurden zuvor auf den drei Matrices zu
einem konfluenten Monolayer kultiviert. Abbildung 5 zeigt die Bakterienadhasion

und —invasion, angegeben in % der Inokulationsdosis (IOD), auf den drei Matrices.
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% der Inokulationsdosis

Bakterienadhasion an Endothelzellen — kultiviert auf unterschiedlichen Matrices

5.5
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
25
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

- [ Polysterenplatte

- @l Fibringel

*%

3 Kollagengel

I

b *k *

Abb. 5: Bakterienadhasion von ECs, kultiviert auf unterschiedlichen Matrices

Die Endothelzellmonolayer auf den Matrices wurden fiir 1 Stunde mit S. aureus (K1: 1x10°,
K2: 1x107), S. sanguis und S. epidermidis (jeweils K1: 5x10°, K2:5x10") inkubiert. Die nach
der Inkubation adharenten Bakterien wurden nach Waschung und anschlieBender Lyse der
Endothelzellen verdiinnt, auf Blutagar ausplattiert und so die Anzahl der adharenten
Bakterien bestimmt.

Gezeigt sind die Ergebnisse von 10 reprasentativen Versuchen.

SSa: S. sanguis 1: Konzentration 1
SE: S. epidermidis 2: Konzentration 2
SA: S. aureus

* p<0,05 Gelmatrix vs. Polysteren

** p<0,01 Gelmatrix vs. Polysteren

# p<0,05 Fibringelmatrix vs. Kollagengelmatrix

Untersuchung der bakteriellen Infektion in Abhédngigkeit von den

verschiedenen Bakterienstammen

Verglich man die Infektionsrate der drei untersuchten Bakterien, so zeigte sich,

dass S. aureus die hochste Kapazitat besass, ECs zu infizieren (max. 5% der

Inokulationsdosis). S. sanguis und S. epidermidis zeigten mit Werten zwischen 0,5

— 1,5% der 10D eine deutlich geringere Fahigkeit, an Endothelzellen zu binden
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und zu invadieren. In den Versuchen wurden fir die Keime S. sanguis und S.
epidermidis daher héhere Konzentrationen verwendet als fur S. aureus. So konnte
eine maximal hohe Infektionsrate bei noch intaktem Endothelzelllayer erreicht
werden. Das Bakterienwachstum wahrend der Infektionsperiode war
vernachlassigbar klein (Daten hier nicht gezeigt). Wir verwendeten S. aureus in
den Konzentrationen 1 x 10° und 1 x 107, fiir S. sanguis und S. epidermidis jeweils
die Infektionsdosen von 5 x 10° und 5 x 10’ pro 2 x 10° ECs.

Im Detail zeigte S. aureus ohne Ausnahme in beiden Konzentrationen (K1, K2) auf
allen drei Matrices eine signifikant hohere Infektionsrate als S. sanguis oder S.
epidermidis an ECs auf der gleichen Matrix.

Die berechneten Signifikanzen stellten sich als folgt dar: Vergleich S. aureus zu S.
sanguis: Polysteren K1: p<0,01, K2: p<0,01; Fibringel K1: p<0,01, K2: p<0,05;
Kollagengel K1: p<0,05, K2: p<0,01 sowie

Vergleich S. aureus und S. epidermidis: Polysteren K1: p<0,05, K2: p<0,05;
Fibringel K1: p<0,01, K2: p<0,05; Kollagengel K1: p<0,01, K2: p<0,01.

Somit hatte S. aureus, im Vergleich zu S. sanguis und S. epidermidis, eine

signifikant héhere Adhasions- und Invasionskapazitat.

Untersuchung der bakteriellen Infektion in Abhdngigkeit von den
verschiedenen Matrices

Die Ergebnisse zeigten, dass die Infektionsrate aller drei Bakterien auf Fibrin- und
Kollagengel héher war als auf Polysteren.

Verglich man die Werte einzeln miteinander, so ergaben sich folgende signifikante
Unterschiede: S. sanguis: Kollagengel K1, K2 p<0,01, Fibringel K2 p<0,05; S.
epidermidis: Kollagengel K2 p<0,05; S. aureus: Kollagengel K1, K2 p<0,01,
Fibringel K1 p<0,01, K2 p<0,05.

Die oben beschriebenen Werte legten dar, dass, unabhangig von der
Bakterienspezies, die Infektion der ECs, die auf Fibrin- oder Kollagengel kultiviert

waren, héher war als die Infektion der Zellen, die auf Polysteren kultiviert wurden.

Vergleich der beiden Gelmatrices zueinander
Die Werte der Infektion auf Fibrin- und Kollagengel (bei gleicher Bakterienspezies
und gleicher Konzentration) zeigten abgesehen von S. sanguis in Konzentration 1

(p< 0,05) keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Matrices.
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Es gab also keinen statistisch relevanten Unterschied bezlglich der Infektionsrate
von ECs auf Fibrin- oder Kollagengel als Matrix, unabhangig von der
Bakterienspezies.

Die Infektionsrate der Bakterien S. sanguis und S. epidermidis war auf Kollagen-
und Fibringel hdher als auf Polysteren. Es gab einen tendenziell deutlicheren
Unterschied zwischen Kollagengel und Polysteren im Gegensatz zu Fibringel und
Polysteren. Bezlglich der Adhasion von S. aureus liess sich dieses Muster nicht
wiederfinden. Die Adhasion von S. aureus war, wie oben beschrieben, sowohl| auf
Fibrin- als auch auf Kollagengel fir beide Konzentrationen hdher als auf

Polysteren.

Fazit:

S. aureus zeigte deutlich héhere Infektionsraten als S. sanguis und S. epidermidis
bezliglich ECs auf allen drei Matrices. Die Infektionsrate auf den beiden
Gelmatrices war fur alle Bakterien hoher als auf Polysteren. Die
.Infektionskapazitat® aller drei Bakterien auf den beiden Gelmatrices unterschied

sich nicht voneinander.

4.3. Proinflammatorische Aktivierung der auf den Matrices kultivierten Endothelzellen

Im Rahmen der vorangegangenen Versuche konnte gezeigt werden, dass die
jeweils gewahlten Konzentrationen 1 und 2 sich nicht wesentlich voneinander
unterscheiden. Beide Konzentrationen der Bakterien fuhrten zu einer relevanten
Infektion und im Weiteren zur Aktivierung der ECs. In den nachfolgend
dargestellten Versuchen werden daher pro Bakterium jeweils nur die Ergebnisse
einer Konzentration aufgezeigt. Des Weiteren wurden in dem vorausgegangenen
Versuch in der Ergebnisanalyse sowohl die Bakterien untereinander als auch die
verschiedenen Matrices zueinander verglichen. Voruntersuchungen (Veltrop et al.
1999) auf Polysteren haben vergleichbare Ergebnisse fur den Vergleich der
Bakterien untereinander gezeigt.

In unserer Arbeit sollte insbesondere der Einfluss der Matrix auf den
Infektionsprozess untersucht werden. Da die Ergebnisse fur den Vergleich der
Bakterien untereinander nicht von Voruntersuchungen abwichen, konzentrierten
wir uns in den folgenden Versuchen hauptsachlich auf den Vergleich der Matrices

untereinander.
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4.3.1. Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen

Nicht infizierte ECs auf den drei Matrices wurden auf die Expression von asf34-
Integrin untersucht. Die Ergebnisse wichen nicht signifikant voneinander ab. Auf
Fibringel fand sich ein Mittelwert von 193,4 £ 26,9, auf Kollagengel 260,1 + 29,1
und auf Polysteren 206,3 £ 32,7.

Als Marker der proinflammatorischen Aktivierung der ECs wurde die endotheliale
Expression von ICAM-1 (CD 54) und VCAM-1 (CD 106) mit Hilfe der quantitativen
Durchflufizytometrie (FACS Analyse) gemessen. Es wurde untersucht, ob die
Infektion der ECs einen Einfluss auf deren Aktivierung hatte und welche Rolle die
Matrices, auf denen die ECs kultiviert wurden, im Rahmen der
Endothelzellaktivierung spielten. Als positive Kontrolle dienten Endothelzellen, die
mit IL-1a (5 U/ml) stimuliert wurden. Verglichen wurden jeweils Endothelzellen auf
Fibringel, Kollagengel und Polysteren, die mit den Keimen S. aureus, S. sanguis
und S. epidermidis oder IL-1 stimuliert wurden. Die Monolayer von 2 x 10° ECs auf
den verschiedenen Matrices wurden fir 1h mit 1 x 10" S. aureus, 5 x 10" S.
sanguis und S. epidermidis inkubiert. Danach wurde der Zelllayer gewaschen und
die nicht adharenten Bakterien entfernt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von
23 h wurde die FACS-Analyse ausgefuhrt.

ICAM-1 Expression der Endothelzellen

Abbildung 6 zeigt die endotheliale Expression des Adhasionsmolekils ICAM-1.

Die Ergebnisse werden als Vielfaches der ICAM-1 Expression von unstimulierten
Endothelzellen angegeben. Der Expression unstimulierter Zellen wird der Wert 1

zugeordnet.
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ICAM-Expression — infizierte ECs auf den unterschiedlichen Matrices
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Abb. 6: Durchflusszytometrieanalyse der endothelialen Expression von
ICAM-1 nach bakterieller Infektion

Die Endothelzellmonolayer auf den Matrices wurden fiir 1 Stunde mit S. aureus (1x107),
S. sanguis und S. epidermidis (jeweils 5x10") inkubiert und nach Waschung fiir weitere 23
Stunden kultiviert. Nach Fluoreszenzmarkierung der Antikrper gegen ICAM-1 wurde die
Durchflusszytometrie vorgenommen. Die Ergebnisse werden als Vielfaches der ICAM-1-

Expression von unstimulierten Zellen angegeben.
Gezeigt sind die Ergebnisse von 10 reprasentativen Versuchen.

IL-1: Interleukin-1

Die oben stehende Grafik zeigt ein ahnliches Verhalten hinsichtlich der ICAM-
Expression bei IL-1-stimulierten Zellen und jenen, die mit S. aureus inkubiert
wurden. Stimulation der ECs mit IL-1 und S. aureus fliihrte zu einer 3,5 bis 4-
fachen Steigerung der ICAM-1 Expression im Vergleich zu Kontrollzellen. Die
Infektion mit S. sanguis oder S. epidermidis rief eine geringere ICAM-1 Expression
hervor.

Die ICAM-1 Werte nach IL-1-Stimulation und S. aureus Infektion waren nicht
statistisch signifikant unterschiedlich, unabhangig von der Matrix. Verglich man die
Werte fUr S. sanguis und S. epidermidis miteinander, so liess sich auch hier kein

Unterschied mit statistischer Relevanz nachweisen.
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Die ICAM-1 Expression nach Stimulation mit IL-1 oder Infektion mit S. aureus war
jedoch signifikant héher als die nach Infektion von ECs mit S. sanguis und S.

epidermidis auf Polysteren, Fibrin- und Kollagengel (p<0,01, t-Test).

Verglich man aber die Werte fur die ICAM-1 Expression in Abhangigkeit von der
Matrix, so zeigte sich Folgendes:

Die Hohe der ICAM-1 Expression nach Stimulation mit IL-1 und nach Infektion mit
S. aureus zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Polysteren, Fibrin- und
Kollagengel untereinander.

Ebenso zeigte die ICAM-Expression nach Infektion mit S. sanguis oder S.
epidermidis keinen signifikanten Unterschied zwischen Polysteren, Fibrin- und

Kollagengel untereinander.
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VCAM-1 Expression der Endothelzellen
Abbildung 7 zeigt die endotheliale Expression des Adhasionsmolekils VCAM-1.
Die Ergebnisse werden als Vielfaches der VCAM-1 Expression von unstimulierten

Endothelzellen angegeben. Der Expression unstimulierter Zellen wird der Wert 1
zugeordnet.

VCAM-Expression — infizierte ECs auf den unterschiedlichen Matrices

(1 Polysterenplatte
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IL-1 S. aureus S. sanguis S. epidermidis

Abb. 7: Durchflusszytometrieanalyse der endothelialen Expression von VCAM-1 nach
bakterieller Infektion

Die Endothelzellmonolayer auf den Matrices wurden fur 1 Stunde mit S. aureus (1x107),
S. sanguis und S. epidermidis (jeweils 5x10") inkubiert und nach Waschung fiir weitere 23
Stunden kultiviert. Nach Fluoreszenzmarkierung der Antikérper gegen VCAM-1 wurde die
Durchflusszytometrie vorgenommen. Die Ergebnisse werden als Vielfaches der VCAM-1-
Expression von unstimulierten Zellen angegeben.

Gezeigt sind die Ergebnisse von 10 reprasentativen Versuchen.
IL-1: Interleukin 1

Verglich man die Ergebnisse der einzelnen Bakterien untereinander, zeigte sich,
dass die Expression der VCAM-1 Molekule augenscheinlich nach Infektion mit S.

aureus hoher war als nach Stimulation mit IL-1 oder Infektion mit den anderen
Bakterien.
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Die Ergebnisse der VCAM-1 Expression nach Infektion mit S. sanguis und S.
epidermidis zeigten, wie auch in der Untersuchung der ICAM-1 Expression bereits
festgestellt, ahnlich hohe Werte. Auf Polysteren zeigte sich nach Infektion mit S.
epidermidis eine héhere VCAM-1 Expression als nach Infektion mit S. sanguis

(p<0,05). Bis auf diesen gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Die verwendete Matrix hatte keinen Einfluss auf die endotheliale VCAM-1
Expression. Die VCAM-1 Expression auf Kollagengel als Matrix schien zwar
tendenziell geringer als auf den anderen Matrices, war statistisch aber nicht
signifikant kleiner.

Nach Stimulation mit IL-1 und S. aureus ergab sich bei dem Vergleich der Matrices
untereinander keine statistische Relevanz.

Dies galt ebenfalls fur die Konditionen nach Infektion mit S. sanguis und S.
epidermidis, die eine vergleichbar hohe VCAM-1 Expression auf allen Matrices

zeigten.

Fazit

Die Stimulation der ECs mit IL-1 und S. aureus zeigten eine statistisch signifikant
héhere ICAM-1 Expression als die Stimulation mit S. sanguis und S. epidermidis.
Die Aktivierungspotenz von S. aureus war vergleichbar hoch wie die Stimulation
mit IL-1. Die ICAM-1 Expression nach Stimulation / Infektion war unabhangig von
der Matrix, auf der die Endothelzellen angesiedelt waren.

Bei der Expression des Oberflachenrezeptors VCAM-1 zeigte sich eine ahnliche
Ergebnisverteilung wie bei der Expression des ICAM-1 Molekdls. Es ergab sich ein
deutlicher Unterschied zwischen der Stimulation mit IL-1 und der Infektion mit S.
aureus im Vergleich zu der Infektion mit S. sanguis und S. epidermidis. Daruber
hinaus war die VCAM-1 Expression nach Infektion der ECs mit S. aureus, wenn
auch statistisch nicht relevant, héher als die Expression nach Stimulation mit IL1.
Die Aktivierungspotenz von S. aureus war erneut vergleichbar hoch wie die
Stimulation mit IL-1.

Die VCAM-1- Expression nach Stimulation / Infektion war unabhangig von der

Matrix, auf der die Endothelzellen angesiedelt waren.
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4.3.2 Endotheliale Zytokinproduktion nach bakterieller Infektion

Abbildung 8 zeigt die endotheliale Produktion von IL-8, IL-6 und MCP-1 nach
bakterieller Infektion oder Stimulation mit IL-1 der ECs auf den unterschiedlichen
Matrices.

Monolayer von 2 x 10° Zellen wurden auf den verschiedenen Matrices kultiviert. In
den Uberstanden wurde nach Infektion mit 1 x 10” S. aureus, 5 x 10" S. sanguis
und S. epidermidis die Konzentration der Zytokine gemessen. Die Daten sind
angegeben in Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes. ,EC Kontrolle® zeigt die

Werte der basalen Zytokinproduktion bei uninfizierten Zellen.
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Endotheliale Zytokinproduktion nach bakterieller Stimulation
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Abb. 8: Endotheliale Produktion von IL-8, IL-6 und MCP-1 nach bakterieller Infektion
Die Endothelzellmonolayer auf den Matrices wurden fur 1 Stunde mit S. aureus (1x107),
S. sanguis und S. epidermidis (jeweils 5x107) inkubiert und nach Waschung fiir weitere 23
Stunden kultiviert. Die Konzentration der Zytokine im Uberstand wurde mittels ELISA
gemessen. ,EC Kontrolle* zeigt die Werte der basalen Zytokinproduktion bei uninfizierten
Zellen.

Gezeigt sind die Ergebnisse von 10 reprasentativen Versuchen.



Uninfizierte Zellen
Nicht infizierte ECs (Monolayer von 2 x 10° ECs) sezernierten geringe Mengen von
MCP-1 (1,33 — 2,61ng/ml) und IL-8 (1,73 — 2,35 ng/ml). Die Menge an

sezerniertem IL-6 war vernachlassigbar klein, wie in Abbildung 8 dargestellit.

Stimulation mit IL-1

Die Produktion von MCP-1 und IL-8 im Zelliberstand war nach Stimulation durch
IL-1 signifikant erhdht im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (p<0,01, ANOVA-
Analyse), unabhangig von der Matrix. Die Produktion von I1I-6 schien nach
Stimulation mit IL-1 auf Fibringel oder Kollagengel als Matrix geringer als auf

Polysteren, hier liess sich aber keine statistische Signifikanz nachweisen.

Infizierte Zellen

Nach Infektion der Zellen mit S. aureus ergab sich eine erhéhte Produktion der
Zytokine IL-8 und MCP-1 auf allen drei Matrices, auch nach Infektion mit S.
sanguis und S. epidermidis war die Zytokinproduktion erhéht, wenn auch weniger
ausgepragt. Die Produktion von IL-6 war nach Infektion der ECs mit allen drei
Bakterien vernachlassigbar gering. Ein signifikanter Unterschied der
Zytokinproduktion auf den drei unterschiedlichen Matrices liess sich nach

Bakterieninfektion nicht nachweisen.

4.4. Adhasion von Monozyten

Nach 24-stiindiger Inkubation der EC-Monolayer mit den drei Bakterien (1 x 10’
S. aureus, 5 x 10" S. sanguis und S. epidermidis) wurden die Zellen gewaschen
und auf allen drei Matrices in Kokultur mit den Monozyten gebracht. Als positive
Kontrolle wurden die ECs mit 5 ng/ml IL-1 stimuliert. Unstimulierte Endothelzellen
dienten als negative Kontrolle (,EC-Kontrolle). Die Anzahl der adharenten

Monozyten wurde nach 6 Stunden Kokultur gemessen.
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Monozytenadhasion auf Endothelzellen
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Abb. 9: Monozytenadhasion auf Endothelzellen nach bakterieller Infektion

Die Endothelzellmonolayer auf den Matrices wurden fiir 1 Stunde mit S. aureus (1x10°),
S. sanguis und S. epidermidis (jeweils 5x10") inkubiert und nach Waschung fiir weitere 23
Stunden kultiviert und anschlieRend in Kokultur mit den Monozyten gebracht.

Als positive Kontrolle wurden die ECs mit 5 ng/ml IL-1 stimuliert. Unstimulierte
Endothelzellen dienten als negative Kontrolle (,EC-Kontrolle“). Die Anzahl der adharenten
Monozyten wurde nach 6 Stunden Kokultur gemessen.

Gezeigt sind die Ergebnisse von 10 reprasentativen Versuchen.

*=p <0,05; * = p < 0,01 Gelmatrices verglichen mit Polysterenmatrix , ANOVA

Es zeigte sich (in Abbildung 9), dass nach Infektion mit S. aureus die Adhasion
der Monozyten an die Endothelzellen um 30-60% gesteigert war. Durch IL-1
stimulierte Endothelzellen hatten den gleichen Anteil an adharenten Monozyten,
auch hier zeigte sich erneut, dass S. aureus eine hoch stimulierende Wirkung auf
die inflammatorische Reaktion der Endothelzellen hatte, wie schon in den
vorhergehenden Versuchen angenommen. Verglich man die Monozytenadhasion

an die Endothelzellen in Abhangigkeit der Matrices, so zeigte sich, dass die
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Adhasion an Zellen auf den Gelmatrices signifikant hoher war als auf Polysteren
nach Stimulation mit S. aureus, S. sanguis und IL-1 (p<0,01). Nach Infektion mit
S. epidermidis oder ohne Stimulation ergab sich kein Unterschied in der

Monozytenadhasion zwischen den Matrices.

Fazit

Die Adhasion der Monozyten an die Endothelzellen war nach Stimulation mit I1L-1
sowie nach Infektion mit S. aureus gesteigert. Die Ergebnisse flr S. aureus lagen
im gleichen Bereich wie die fur IL-1, wohingegen die Ergebnisse fir die
Monozytenadhasion nach Infektion mit S. sanguis und S. epidermidis miteinander
vergleichbar waren.

Verglich man die Matrices zueinander, ergab sich auf den beiden Gelmatrices
eine signifikant gesteigerte Menge an adharenten Monozyten an ECs als auf
Polysteren. Diese Werte ergaben sich nach Stimulation mit IL-1 und Infektion mit
S. aureus und S. sanguis. Bei den uninfizierten Zellen sowie nach Infektion mit S.
epidermidis liessen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Matrices

aufzeigen.

4.5. Prokoagulante Aktivitat

Um die prokoagulante Aktivitat zu bestimmen, massen wir die biologische Aktivitat
von Gewebethromboplastin, weiter als Tissue Faktor (TF) bezeichnet. Im Rahmen
der Versuchsauswertung hat sich gezeigt, dass die Endothelzellen
unterschiedlicher Donoren eine sehr gro3e Abweichung in der Reaktion auf die
verschiedenen Stimuli zeigten. Um diesen Messfehler zu eliminieren und eine
adaquaten Vergleich zu ziehen, wurden stimulierte Endothelzellen zu
unstimulierten Zellen des gleichen Donors verglichen. Angegeben ist die Aktivitat
von TF berechnet aus der gemessenen FXa-Konzentration. In der Grafik sind die
Ergebnisse dargestellt als Vielfaches der Fxa-Produktion unstimulierter Zellen
(unstimulierten Zellen wurde der Wert =1 zugeordnet).

Die Ergebnisse des Versuches mit den Endothelzellen allein (links in der Grafik)
sind direkt mit den Ergebnissen der Endothelzellen in Kokultur mit Monozyten

(rechts in der Grafik) zum besseren Vergleich dargestellt.
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Prokoagulate Aktivitat — TF — abhangige Bildung von Fxa
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Abb. 10: Prokoagulante Aktivitat - TF-abhangige Bildung von Fxa
Die Endothelzellmonolayer auf den Matrices wurden fiir 1 Stunde mit S. aureus (1x10°),
S. sanguis und S. epidermidis (jeweils 5x10") inkubiert und nach Waschung fiir weitere 23
Stunden kultiviert. Als positive Kontrolle wurden die ECs mit 5 ng/ml IL-1 stimuliert.
Die Endothelzellen in Figur B wurden vor der Messung fur 6 Stunden in Kokultur mit
Monozyten gebracht.
Angegeben ist die Aktivitdt von TF, berechnet aus der gemessenen FXa-Konzentration. In
der Grafik sind die Ergebnisse dargestellt als Vielfaches der Fxa-Produktion unstimulierter
Zellen (unstimulierten Zellen wurde der Wert =1 zugeordnet).
Gezeigt sind die Ergebnisse von 10 reprasentativen Versuchen.
* p<0,05 Gelmatrix vs. Polysteren, ** p<0,01 Gelmatrix vs. Polysteren

§§ p<0,01 Kondition in Figur B vs. Kondition ohne Monozytenkokultur in Figur A

4.5.1. Prokoagulante Aktivierung der Endothelzellen

Nicht infizierte Endothelzellen zeigten unabhangig von der Matrix, auf der sie
kultiviert wurden, wenig TF-Aktivitat (Polysteren: 2,88+0,32, Fibringel: 2,84+0,42,
Kollagengel: 3,130,55 mU FXa/2x10° Zellen; kein signifikantes Ergebnis).
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Auf Polysteren zeigte sich, wie in Abbildung 10 A dargestellt, eine deutliche
Zunahme der Menge an TF-Aktivitdt nach Infektion mit S. aureus oder Stimulation
mit IL-1. Nach Infektion mit S. sanguis oder S. epidermidis zeigte sich ebenfalls
eine Zunahme, jedoch weniger ausgepragt. Diese Ergebnisse sind bereits in den
vorangegangen Versuchen ahnlich ausgefallen, S. aureus zeigte auch hier wieder
eine ahnlich starke Potenz wie IL-1, die Ergebnisse fir S. sanguis und S.
epidermidis fielen ebenfalls zueinander ahnlich aus.

Verglich man die Matrices untereinander, so schien die TF-Aktivitat nach Infektion
mit den drei Bakterien auf den Gelmatrices héher zu sein als auf Polysteren. Eine

statistische Signifikanz lag aber nicht vor.

Fazit:

S. aureus und IL-1 zeigten eine vergleichbare Potenz in der Gerinnungsaktivierung
der Endothelzellen, S. sanguis und S. epidermidis zeigten eine geringere Potenz.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Konditionen liessen sich
jedoch nicht erheben.

Die TF-Aktivitat der ECs auf den verschiedenen Matrices unterschied sich nicht.

4.5.2. Prokoagulante Aktivierung in Kokultur mit Monozyten

Nicht infizierte Endothelzellen zeigten auf den Gelmatrices bereits signifikant
niedrigere Werte (p<0,05, ANOVA-Analyse) fur die TF-Aktivitat in Kokultur mit
Monozyten als die nicht infizierten Endothelzellen auf Polysteren (Polysteren:
8,86+1,94, Fibringel: 3,45+0,37, Kollagengel: 3,92+0,56 mU FXa/2x10° Zellen)

Auf Polysteren ergab sich in Anwesenheit der Monozyten eine deutlich gesteigerte
TF-Aktivitdt nach Stimulation mit IL-1 und Infektion mit S. aureus und S.
epidermidis als ohne Monozytenkokultur (§§, p<0,01 S. aureus auf Polysteren).
Nach Infektion mit S. aureus zeigten die Endothelzellen in Kokultur mit Monozyten
auf den beiden Gelmatrices eine signifikant geringere Produktion von TF als auf
Polysteren (**, p<0,01 Gelmatrices zu Polysteren).

Tendentiell liess sich dies auch fur die mit IL-1 stimulierten und mit S. epidermidis
infizierten Endothelzellen sagen, aber eine statistische Relevanz ergab sich nur fur
S. epidermidis auf Kollagen (*, p<0,05 Kollagen zu Polysteren).

Fur die Endothelzellen nach Infektion mit S. aureus und S. sanguis zeigte sich in

Kokultur mit Monozyten auf Kollagengel eine signifikant geringere Produktion von
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TF als in Abwesenheit der Monozyten (§§, p<0,01 Gelmatrices mit und ohne

Monozyten).

Fazit

Auf beiden Gelmatrices war in Monozytenkokultur nach Infektion mit S. aureus die
TF-Produktion statistisch relevant geringer als auf der Polysterenmatrix. Es ergab
sich kein Unterschied zwischen den ECs auf Fibrin- oder Kollagengel.

Auf der Polysterenmatix ergab sich in Monozytenkokultur nach Stimulation mit IL-1
und Infektion mit S. aureus und S. epidermidis signifikant mehr TF-Aktivitat als in
Abwesenheit der Monozyten. Auf der Kollagenmatrix produzierten die
Endothelzellen nach Infektion mit S. aureus und S. sanguis in Anwesenheit der

Monozyten signifikant weniger TF als ohne Kokultur.
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5. Diskussion

Die bakterielle Endokarditis tritt als schwerwiegende Erkrankung besonders bei
Patienten nach Herzklappenersatz auf und kann zur Zerstérung der Herzklappe
fuhren (Moreillon and Que 2004). Die Verwendung von biokompatiblen Matrices ist
ein interessanter Ansatz um Herzklappen mittels Tissue-Engineering herzustellen
(Sodian et al. 2000; Steinhoff et al. 2000; Mol and Hoerstrup 2004). Die ideale
Herzklappenprothese vereint folgende Eigenschaften: Optimale hamodynamische
Verhaltnisse nach Implantation, niedriges Risiko fir Thromboembolien, Infektion,
Degeneration und die Mdglichkeit, mit dem Organismus zu wachsen (Jordan et al.
2012). Fibrin- und Kollagenmatrices fungieren als biologische, dreidimensionale
Matrix, die eine Besiedlung mit lebenden Zellen ermdglicht. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Zellen viabel bleiben und nach Proliferation ihren Phanotyp
behalten.

In dieser Arbeit untersuchten wir die Bedeutung der Matrix, die im Rahmen von
Tissue-Engineering von Herzklappen verwendet wird. Wir evaluierten den Einfluss
von Fibringel und Kollagengel auf die Aktivierung proinflammatorischer und
prokoagulanter Pathways an intakten Endothelzellen, welche eine initiale Rolle bei
der Entstehung der infektidsen Endokarditis spielen (Beekhuizen et al. 1997;
Veltrop et al. 1999; Veltrop et al. 2001; Veltrop and Beekhuizen 2002).

Die drei in dieser Arbeit verwendeten Bakterienarten, S. aureus, S. sanguis und S.
epidermidis sind bekannte pathogene Keime, die eine infektidse Endokarditis
auslésen koénnen. Das komplexe Zusammenspiel zwischen Bakterium,
Endothelzelle und aktivierten Leukozyten im Rahmen der bakteriellen Endokarditis
ist auch zum aktuellen Zeitpunkt nicht vollstandig aufgedeckt. Man geht derzeit
davon aus, dass zuerst Bakterien an das noch intakte Endothel anhaften und
dieses invadieren. Abhangig von der Pathogenitat der Bakterien kommt es direkt
zum zytotoxischen Endothelschaden oder zur Endothelzellaktivierung mit
Leukozytenadhasion, Produktion von entziindlichen Mediatoren und bei S. aureus
zur Tissue Faktor Expression des Endothels (Veltrop et al. 1999; Veltrop and
Beekhuizen 2002; Moreillon and Que 2004). Durch den Kontakt von Monozyten
mit dem infizierten Endothel werden Zytokine freigesetzt und die Tissue Faktor
(TF) Aktivitat getriggert, was die Gerinnungskaskade mit Fibrinproduktion in Gang
setzt (Veltrop et al. 2001).

Wir konnten Ergebnisse aus vorausgegangenen Experimenten bestatigen, worin
gezeigt werden konnte, dass die zellulare Interaktion insbesondere mit S. aureus,

aber auch mit S. sanguis und S. epidermidis ausreicht, um verschiedene
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proinflammatorische und prokoagulante Antworten der Endothelzellen auszulbsen
(Veltrop et al. 1999; Veltrop et al. 2000; Veltrop et al. 2001). Es konnte gezeigt
werden, dass es nach Infektion von ECs mit S. aureus zur Expression von ICAM-1
und VCAM-1 sowie zur Aktivierung der endothelialen Zytokinproduktion (IL-8,
MCP-1) kommt. Des Weiteren zeigten Vorarbeiten, dass die Gerinnung uber TF
aktiviert und nach Adhasion von Monozyten potenziert wird (Veltrop and
Beekhuizen 2002).

Unsere Untersuchung bestatigte die bakterielle Infektion und endotheliale
Aktivierung von ECs, die in der Zellkultur auf Polysterenplatten von Veltrop et. al.

bereits untersucht wurden (Beekhuizen et al. 1997; Veltrop et al. 1999).

Darliber hinaus stellt diese Arbeit interessante Ergebnisse fiur die endotheliale
Aktivierung von den auf Fibrin - und Kollagengel kultivierten Zellen heraus.
Verglich man die Infektionsrate mit S. aureus der Matrixkonditionen Fibringel und
Kollagengel mit den Ergebnissen auf Polysteren, so zeigten sich 3-4fach héhere
Infektionswerte auf den Gelmatrices. Auch flr S. sanguis und S. epidermidis
fanden sich leicht erhdhte Infektionsraten auf den Gelmatrices. Ein Unterschied
zwischen den beiden Gelmatrices selbst, also zwischen Fibringel und Kollagengel,
lies sich nicht belegen. Die Ergebnisse der Infektionsversuche zeigten somit
eindeutig, dass die Infektionskapazitat von Bakterien an ECs auf den beiden
Gelmatrices hoher war als an ECs auf der Polysterenmatrix (Heying et al. 2012).
Dieses fuhrte zu der Vermutung, dass die Gelmatrices zusatzliche Faktoren fir
eine optimale Adhésion beitrugen und zu einer Veranderung der endothelialen
Eigenschaften durch Interaktion von Matrix und Endothelzelle flhrten.

Man weil aus vorangegangenen Arbeiten, dass insbesondere S. aureus
Oberflachenmoleklle besitzt, die an Kollagen und Fibrin binden kdnnen
(Holderbaum et al. 1986; Gillaspy et al. 1998; Peacock et al. 1999; Rivera et al.
2007).

Unsere Infektionsergebnisse auf der Matrix selbst ohne vorherige EC Besiedelung
zeigten, dass besonders S. aureus an Fibringel (p<0,01 vs. Polysteren) und
Kollagengel (p<0,01 vs. Polysteren) bindet. Daher stellte sich die Frage, ob die
Ergebnisse dadurch erklart werden kénnen, dass die Bakterien nicht nur an den
Endothelzellen adharierten, sondern auch an der Matrix selbst.

Um dies auszuschlie®en, wurde die Dichte der Endothelzelllayer mikroskopisch
untersucht. Es zeigte sich, dass der Monolayer auf allen Matrices konfluent und
intakt war. Mikroskopisch zeigten sich die Bakterien weit Uber den gesamten

Monolayer verteilt, es gab keine vermehrte Bakterienanhaufung am Rand des
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Layers. Damit war ausgeschlossen, dass die erhdhte Infektionsrate auf Grund von
Adhasion der Bakterien an die Matrix selbst zu erklaren war. Eine grundsatzlich
héhere Infektionskapazitat von Bakterien an Endothel, das auf den Gelmatrices
kultiviert ist, konnte somit gezeigt werden (Heying et al. 2012).

Betrachtete man die Ergebnisanalyse der verschiedenen Bakterien untereinander
auf den Gelmatrices, so blieb die Fahigkeit zur Adhasion der Bakterien auf den
Gelmatrices in Relation gleich: S. aureus hat eine héhere (Adams et al. 2006)
»Infektionskompetenz* als S. sanguis und S. epidermidis. Dies konnte ebenfalls in
den Zellkulturversuchen auf Polysteren gezeigt werden. So lasst sich sagen, dass
die Matrix keinen Einfluss hierauf hatte. S. aureus war vergleichsweise so
kompetent wie der Stimulus IL-1.

Auch im Rahmen des Tissue Engineering ist die Besiedelung der verwendeten
Matrix mit einem intakten Monolayer von grofter Bedeutung. Diese Hypothese
stellten Stachelek et. al. bereits 2006 auf. Hier wurde an einer Polyurethanmatrix
gearbeitet, die optimale Bedingungen fir die Ausbildung eines intakten
Endothelzellmonolayers schafft. Mit Cholesterol modifiziertes Polyurethan wurde
gegen Unbehandeltes verglichen und die in vitro mit Schaf-Endothelzellen
besiedelte Matrix in den Organismus implantiert. (Stachelek et al. 2006).

Flanagan und Sachweh implantierten Schafen in einem Tierversuch autologe
Pulmonalklappen auf Fibrinbasis nach vorheriger Besiedelung mit autologen
Endothelzellen. Hier wurden nach drei Monaten in vivo die Klappen explantiert und
deren Struktur untersucht. Die Endothelzellmonolayer wurden mittels
Elektronenmikroskopie Uberprift und die Zelldichte durch Anfarben des von-
Willebrand-Faktors verifiziert (Flanagan et al. 2009). Diese
Untersuchungsmaoglichkeiten zur Verifizierung eines intakten Monolayers kénnten

zukunftig weiterhin von Bedeutung sein.

In den weiteren Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der
Matrices auf die inflammatorische Aktivierung der Endothelzellen nach bakterieller
Stimulation analysiert.

Aus den in-vitro Versuchskonditionen auf Polysteren ist bekannt, dass nach
Infektion von ECs, insbesondere mit S. aureus, die endothelialen
Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 exprimiert werden sowie die endotheliale
Zytokinproduktion (IL-8, MCP-1) aktiviert wird (Vriesema et al. 2000; Heying et al.
2012). Die Analyse der vorliegenden Daten zeigte, dass trotz einer hoheren

Infektionsrate der S. aureus infizierten ECs auf den Gelmatrices die Expression
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der Adhasionsmolekile in allen Konditionen vergleichbar aktiviert war. Es fand
sich keine zur Infektionsrate proportionale endotheliale Aktivierung.

Unsere Ergebnisse der auf Polysteren kultivierten ECs bestatigten Ergebnisse aus
vorangegangenen Arbeiten (Veltrop et al. 1999). Bereits Veltrop et. al. konnten
zeigen, dass eine ausreichende bakterielle Stimulation zur Aktivierung der ECs
fuhrte und diese nicht konzentrationsabhangig von der Anzahl der adharierenden
Bakterien war. Wenn ein entsprechender Trigger erreicht war, kam es zur
inflammatorischen Reaktion, die nicht mit einer vorangegangenen Infektion
zunahm (Beekhuizen et al. 1997; Veltrop et al. 1999). Weiter konnten wir zeigen,
dass die Gelmatrices keinen Einfluss auf die Hohe der Expression der
Adhasionsmolekile hatten (Heying et al. 2012). Es zeigte sich eindeutig, dass die
Infektion mit S. aureus ein potenter Aktivator der Expression der
Oberflachenmolekile ICAM-1 und VCAM-1 war. Eine vergleichbare endotheliale
Aktivierung zeigten die ECs, die mit IL-1 stimuliert wurden. Die Infektion mit S.
sanguis oder S. epidermidis fuhrte zu einer geringeren endothelialen Aktivierung.
Interessant war jedoch die Tatsache, dass bei der proinflammatorischen
Aktivierung die Matrix, auf der die Endothelzellen angesiedelt waren, keine Rolle
zu spielen schien. Es gab keinen signifikanten Unterschied der beiden Gelmatrices

und Polysteren untereinander (Heying et al. 2012).

Die bakterielle Infektion mit den verwendeten Bakterien flhrte zu einer erhdhten
Produktion der endothelialen Zytokine IL-8 und MCP-1. Bei der Auswertung der
Zytokinanalyse im Zelluberstand fiel auf, dass ECs auf Kollagengel und in
geringeren Malle auf Fibringel tendenziell sowohl weniger MCP-1 als auch
weniger IL-8 sezernierten als auf Polysteren, dies trotz der erhéhten Infektionsrate
auf den Gelmatrices. Somit schien das Kollagengel und in geringerem Masse das
Fibringel einen scheinbar dampfenden Effekt auf die Zytokinproduktion zu haben.
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Produktion von MCP-1
vermittelt durch vermehrten Ca®*-Einstrom zu einer beschleunigten Expression von
Tissue Faktor (TF) in Anwesenheit von Monozyten fuhrte (Sakamoto et al. 2007).
Hieraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Interaktion
zwischen Bakterium und Endothelzelle nach Infektion mit S. aureus, aber auch mit
S. sanguis und S. epidermidis, ein ausschlaggebender Faktor fur die Zunahme der
prokoagulanten Aktivitat der infizierten Zelle war. Dies galt vor allem fir die
Konditionen, in denen Monozyten anwesend waren, Konditionen, die nach S.
aureus-Infektion zur erhéhten Monozyten-Adhasion und erhdhter MCP-1

Produktion fiihrten.
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Interessante Ergebnisse fanden sich beziglich der Monozytenadhéasion nach
Infektion mit den drei Bakterienstdmmen bezlglich der Gelmatrices.

Die Analyse unserer Daten der Monozytenadhdsion ergab Folgendes: Die
Adhéasion der Monozyten an die ECs war nach Stimulation mit IL-1 und nach
Infektion mit S. aureus auf allem Matrices deutlich gesteigert. Interessant war,
dass die Monozytenadhasion auf Fibringel oder Kollagengel signifikant hdher war
als auf Polysteren, sowohl nach Stimulation mit IL-1 als auch nach Infektion mit S.
aureus oder nach Infektion mit S. sanguis. Die Monozytenadhasion zeigte also
eine Abhangigkeit von der Matrix, auf der die Endothelzellen kultiviert wurden.
Hieraus konnte geschlossen werden, dass nicht die gesteigerte Produktion
proinflammatorischer Zytokine und erhdhte Expression der Oberflachenmolekiile
zur vermehrten Adhasion der Monozyten flihrte, sondern vielmehr die erhéhte
Anzahl adharenter Bakterien an den auf Fibrin — und Kollagengel kultivierten

Endothelzellen. Es kam hier zur direkten Interaktion von Bakterien und Monozyten.

In der vorliegenden Arbeit wurde des Weiteren die Aktivierung der TF-abhangigen
Gerinnung, in An- oder Abwesenheit von Monozyten, auf den verschiedenen
Gelmatrices evaluiert.

Die Adhasion und Kumulation von Monozyten auf von S. aureus infizierten
Endothelzellen spielt eine wichtige Rolle fir die Ingangsetzung und
Aufrechterhaltung der Tissue Faktor — abhangigen Gerinnung, wie auch bereits in
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte (Veltrop et al. 2000; Veltrop et
al. 2001; Veltrop and Beekhuizen 2002). Die hier vorliegenden Ergebnisse konnten
dies bestatigen.

Unsere Ergebnisse und vorrausgegangene Studien zeigten, dass S. aureus auf
Grund seiner Virulenz in der Lage war, die TF-abhangige Gerinnung der
Endothelzellen auf Polysteren zu aktivieren, welche durch die Adhasion von
Monozyten potenziert wurde (Timmerman et al. 1993; Soderquist et al. 1998).

Die Messung der TF-abhangigen Produktion von FXa in Abwesenheit der
Monozyten zeigte einen maRigen Anstieg, wohingegen es in Anwesenheit der
Monozten auf Polysteren zu einer ausgepragten Steigerung der TF-abhangigen
Gerinnung kam.

Im Gegensatz dazu war der gerinnungsaktivierende Effekt der adharenten
Monozyten nicht aufzuweisen, wenn die ECs auf den beiden Gelmatrices kultiviert
wurden. Dies flihrte zu der interessanten Folgerung, dass die Gelmatrices trotz

einer erhdhten Anzahl adharenter Monozyten die TF-abhangige Produktion von
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FXa herunter regulierten. Matrix-induzierte Veranderungen des endothelialen
Phanotypes und der Monozyteninteraktion schienen den Einfluss der Monozyten
auf die Gerinnungsaktivierung zu reduzieren, selbst bei signifikant erhdhter Anzahl
an anwesenden Monozyten (Heying et al. 2012). Der Effekt eines Matrix-
Remodellings ist vermutlich relevant fur die Interaktion von ECs, Monozyten und
ihrer Substrate als Antwort auf einen infektidsen Stimulus, wie aus Vorarbeiten
bekannt ist (Dreger et al. 2006). Angesichts der wichtigen Rolle von MCP-1
bezliglich der TF Produktion und dem gezeigten Trend einer geringeren
endothelialen MCP-1-Produktion auf den Gelmatrices, war zu vermuten, dass
niedrigere Spiegel von MCP-1 zu einer reduzierten Gerinnungsaktivierung durch
die Monozyten flhrten. Matrix-getriggerte Veranderungen des endothelialen und
monozytarem Zytokinprofil kdnnen einen Einfluss auf die Zell-Zell-Interaktion als
auch einen Einfluss auf die Aktivierung negativer Feed-Back Mechanismen haben
(Heying et al. 2012). Bezugnehmend auf frihere Studien kann hier angenommen
werden, dass die Monozyten in ihrer Fahigkeit, die Gerinnung zu aktivieren,
herunterreguliert sind. Frihere Arbeiten konnten zeigen, dass der direkte
Zellkontakt zwischen Endothelzellen und Monozyten grundlegend ist fir die
Erhéhung der TF-abhangigen Gerinnung (Veltrop et al. 2001). Untersuchungen mit
dreidimensionalen Matrices zeigten ebenfalls auf, dass direkter Zell-zu-Zell-
Kontakt zwischen Endothelzellen und Monozyten zu proinflammatorischer und
prokoagulanter Aktivierung notwendig ist (Hakkert et al. 1990; Hakkert et al. 1990).
Eine andere Ursache fur das Ergebnis, warum es trotz Zellkontakt zwischen einem
intakten Endothelzelllayer (wir Uberpruften mikroskopisch die Lickenlosigkeit der
Monolayer) und Monozyten (Adhasionsversuch zeigte eine erhdohte Menge
adharenter Monozyten auf Fibringel oder Kollagengel als Matrix) keine Erhéhung
der TF-abhangigen Gerinnung zu verzeichnen war, konnte in der Aktivierung
inhibitorischer Pathways liegen. In friheren Versuchen wurde gezeigt, dass auf
Fibronektin kultivierte Monozyten sowohl eine gesteigerte Menge an TF als auch
Tissue Faktor Pathway Inhibitor (TFPI) produzierten, der zur Herunterregulation
der TF-abhangigen Gerinnung flhrte. Es zeigte sich, dass die Monozyten so die
Fahigkeit besitzen, die TF-abhangige Gerinnung zu inhibieren (Bajaj et al. 2007).
Des Weiteren scheint das anti-inflammatorische Interleukin 11-10 in der Regulation
der TF-abhangigen Gerinnung eine Rolle zu spielen. Dies konnte in Versuchen mit
Monozyten auf einer mit Streptococcus sanguis infizierten Fibrinmatrix gezeigt
werden (Veltrop et al. 2001). Interleukin-10 gehort zu der Gruppe der Zytokine mit
anti-inflammatorischer Wirkung. Die Bildung von IL-10 Gbernehmen insbesondere

Monozyten. IL-10 spielt eine Rolle in der Regulation des Immunsystems und wirkt
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hemmend auf die Entzindungsreaktion des Organismus (Grutz 2005). Im Detail
wurde die Herunter-Regulation der TF-Aktivitat durch Protein-C-vermittelte IL-10-
Produktion sowie die Produktion von IL-4 beschrieben (Paysant et al. 2005; Toltl et
al. 2008).

Welche Mechanismen dazu fihren, dass Monozyten einen TF-regulierenden
Phanotypen ausbilden, sind aktuell nicht bekannt. Bisherige Studien zu
genetischen Untersuchungen von Monozyten und deren Zellproteinen ergaben
Hinweise, dass die Matrix, auf der die Monozyten kultiviert werden, einen Einfluss
auf den Zell-Phanotyp hatte und so inflammatorische Prozesse direkt beeinflusste
(Chung and Kao 2009; Zuckerman et al. 2009).

Weiterhin von Bedeutung ist neben der zu Grunde liegenden Matrix auch die
extrazellulare Matrix, die von den Endothelzellen selbst gebildet wird (Barth et al.
2009; lop et al. 2009).

Ob die zugrunde liegende Matrix indirekt einen negativen Einfluss auf die Bildung
von TF durch Monozyten hat, spielt fir die Verwendung von Fibringel oder
Kollagengel im Rahmen des Tissue Engineering eine bedeutsame Rolle. Erste
Ergebnisse molekulargenetischer Untersuchungen von auf verschiedenen
Matrices kultivierten Monozyten unterstitzen die These, dass die Matrix einen
Einfluss auf den Phanotyp des Monozyten hat (Chung and Kao 2009; Zuckerman
et al. 2009).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen das Konzept, das in der
Phase der Klappenkolonization von Bakterien,  wenn Monozyten
gerinnungsaktivierende Prozesse stimulieren und es zur Ablagerung von Fibrin
kommt, ein direkter Zell zu Zellkontakt fir die Monozyten-Rekrutierung
verantwortlich ist. Das Auslésen regulativer Prozesse durch die zu Grunde
liegende Matrix scheint die Bildung von Thrombin zu beeinflussen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichten die Bedeutung einer Fibrin- und
Kollegenmatrix fur die Auspragung einer bakteriellen Infektion sowie die daraus
folgende endotheliale Aktivierung. Trotz erhdhter Monozyten-Adhésion an ECs
fand sich keine Monozyten-vermittelte Gerinnungsaktivierung der ECs auf diesen
Gelmatrices. Die zugrundeliegende Fibrin — und Kollagenmatrix scheint darum ein
relevanter Angriffspunkt, um ein optimalisiertes Herzklappengerist im Rahmen
des Tissue Engineerings herzustellen. Da die Bildung von
Herzklappenvegetationen die Morbiditat und Mortalitdt der bakteriellen
Endokarditis bestimmt, ware eine Herzklappe mit einem negativen Einfluss auf die

Bildung von Thromben von groRem Fortschritt. Fir die Herzklappe der Zukunft
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kann die Auswahl der Matrix und Konditionierung der Matrix daher ein wichtiger
prognostischer Faktor in der Behandlung von Klappenvitien sein.

Andere Arbeitsgruppen dokumentierten weitere Vorteile eines
Herzklappengeristes, das auf Basis von Kollagen und Fibrin konstruiert wird.
Fibrin und Kollagen wurden als biologische, dreidimensionale Matrices
beschrieben, deren Struktur und Aufbau die Kultivierung von Endothelzellen sowie
deren Proliferation in vitro erlauben (Jockenhoevel et al. 2001; Dreger et al. 2006;
Taylor et al. 2006; Flanagan et al. 2007; Flanagan et al. 2009). Von grofer
Bedeutung scheint in diesem Zusammenhang die Moglichkeit der Regeneration
der Herzklappe zu sein, wobei die extrazellulare Matrix eine herausragende Rolle
spielt (Jordan et al. 2012). Da die Verwendung von dezellularisierten, xenologen
Herzklappen zu Problemen im Rahmen der Immunabwehr fliihren kann, was eine
frihe Kalzifikation des xenogenen Transplantates beglinstigt ist die Herstellung
einer Matrix aus korpereigenem Material oder bioresorbierbaren Polymeren als
Alternative zum xenogenen Transplantat von grof3er Bedeutung.

Flanagan et. al. verdffentlichten 2009 Ergebnisse einer in-vivo-Studie, bei der die
Struktur und Bestandigkeit von implantierten Herzklappen auf Fibringelbasis
untersucht wurden (Flanagan et al. 2009). Hierzu wurden im Tierversuch Schafen
Herzklappen auf Fibringelbasis in die Pulmonalarterie implantiert, die zuvor mit
autologen Endothelzellen besiedelt wurden. Nach drei Monaten in vivo wurden die
Klappentransplantate explantiert, um den Zustand der Klappen zu beurteilen.
Hierbei zeigte sich, dass die Struktur der Klappen intakt blieb und das
ursprungliche Fibringerust vollig durch kérpereigene Proteinmatrix ersetzt wurde.
Bereits 2001 gab es zudem Versuche, die Fibringelmatrix aus autologem Fibrin
herzustellen (Jockenhoevel et al. 2001), um so letztlich ein vollstdndig autolog
hergestelltes Transplantat zu erhalten.

Kollagen als Hauptbestandteil kardiovaskularer Gewebe wurde als Matrix vielfaltig
untersucht (Taylor et al. 2006). Obwohl Kollagenablagerung eine Rolle in der
Kalzifizierung kardialer Gewebe spielt, ist dies ein vielversprechender Ansatz.
Tedder et al untersuchten 2009 Kollagen als Matrix und zeigten auf, dass
stabilisiertes (moderately cross-linked collagen) Kollagen nicht zur Kalzifizierung
der Gewebe fuhrt (Tedder et al. 2009). Auch das Remodelling der Kollagenmatrix
mit proteolytischen Enzymen scheint einen gunstigen Effekt zu haben. In
Anwesenheit proteolytischer Enzyme kdnnen die auf der Matrix angesiedelten
interstitiellen Zellen Umbauvorgange ausldsen und so die Matrix in kérpereigenes
Material umwandeln (Dreger et al. 2006). Somit ist die Verwendung einer Fibrin-

oder Kollagen-basierten Matrix aus technischer Sicht flir die Konstruktion einer
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Herzklappe geeignet. Unsere Ergebnisse zeigten auch einen protektiven Einfluss
auf die Gerinnungsaktivierung im Rahmen eines in-vitro Models der Endokarditis.
Um diese Untersuchungen naher an die in-vivo-Situation zu bringen, sind
zukinftige Experimente unter Einfluss von Shear-Stress in Flow-Kammern
geplant. Hierbei kann die Auswirkung von Scherkraften auf die Interaktion der
Matrix mit ECs und Monozyten untersucht werden. Erste Untersuchungsansatze
wurden bereits von Jockenhoevel und Zund et. al. gemacht, wobei humane
Myofibroblasten in statischen und dynamischen Bedingungen kultiviert wurden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung von extrazellularen Matrixproteinen
unter dynamischer Kultur erhéht war (Jockenhoevel et al. 2002; Aleksieva et al.
2012). Aleksieva und Hollweck et. al. verglichen die statische Kultivierung von
humanen Endothelzellen auf einer Polyurethanmatrix mit der dynamischen
Kultivierung unter geringen Flow-Bedingungen im Bioreaktor. Es konnte gezeigt
werden, dass unter Flow-Bedingungen die Zell-zu-Zell-Bindung der Endothelzellen
starker war (Aleksieva et al. 2012). Licht- und Elektronenmikroskopisch zeigte sich
eine Anordnung der Kkultivierten Zellen in Flow-Richtung. In den weiteren
Versuchen dieser Arbeit ergab sich eine erhdhte Expression von
Adhasionsmolekuilen sowie erhdhte Produktion von Kollagen 1V, VE-Cadherin und
Fibronektin bei den ECs in dynamischer Kultur im Gegensatz zu denen in
statischer Kultur. Die Auswirkung von Scherkraften ist daher vielfaltig und ein
potentieller Trigger in der Pathogenese der Endokarditis (Chiu et al. 2003; Chiu et
al. 2004).

Die Herausforderung des Tissue Engineering ist, eine Matrix herzustellen, die
voribergehend eine Tragersubstanz fir die auf ihr kultivierten Zellen darstellt,
nach Transfer in vivo abgebaut und durch extrazellulare Matrix ersetzt werden
kann (Sacks et al. 2009; Syedain et al. 2012). Auch Weber et al. postulierten die
Moglichkeit, im Rahmen des Tissue Engineering mittels Bioreaktoren
gewebetypische Zellen auf der Matrix zu kultivieren, die nach Einbringen in vivo
durch Monozyteninfiltration und Chemotaxis des Empfangerorganismus umgebaut
werden. (Weber et al. 2011). Die so unter in-vivo-Bedingungen entstehenden Zell-
zu-Zell-Verbindungen sind vermutlich widerstandsfahiger gegen Scherkréafte und
daher gegebenenfalls resistenter. Dies konnte das Risiko einer IE potenziell
verringern. Zukunftige Untersuchungen sollten insbesondere ein Augenmerk auf
die dynamische Kultivierung sowie die Bedeutung der Mikrostruktur der

Tragermatrices legen (Argento et al. 2012).
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Zusammenfassend geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen tieferen
Einblick in die Interaktionen zwischen Endothelzellen, Monozyten und Bakterien im
Rahmen der Frihphase der bakteriellen Endokarditis. Die Verwendung der Matrix
scheint relevant fir den Ablauf der einzelnen inflammatorischen Reaktionen zu
sein. Es konnte gezeigt werden, dass auf Fibringel und Kollagengel eine erhéhte
Bakterienadhasion an die Endothelzellen stattgefunden hat, was folglich zur
inflammatorischen Reaktion fihrte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
trotz einer vermehrten Adhasion von Monozyten an die infizierten Endothelzellen
auf Fibringel oder Kollagengel eine herunterregulierte, verminderte Aktivierung der
Gerinnungskaskade via Tissue Faktor zu verzeichnen war (Heying et al. 2012).
Dementsprechend beherbergen Matrices wie Fibrin und Kollagen einen potentiell
positiven Effekt auf die Bildung von Thromben und Klappenvegetationen. Diese
Erkenntnisse liefern interessante Ansatze fir die Konstruktion der optimalen

Herzklappenbasis im Rahmen des Tissue Engineering.

52



6. Schlussfolgerung

Die Anforderungen an die ,optimale Herzklappe® sind vielfaltig. Neben sofortiger
und uneingeschrankter Verfugbarkeit ist die Biokompatibilitat von groler
Bedeutung. Biologische Herzklappen haben eine eingeschrankte Lebensdauer.
Das Risiko einer immunologischen Reaktion kann auch durch die chemische
Praparation der biologischen Klappe nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Mechanischer Klappenersatz flihrt zur lebenslang notwendigen Antikoagulation mit
Blutungsrisiken.

Das Prinzip des Tissue Engineering schafft die Mdglichkeit, eine Herzklappe zu
konstruieren, die entweder vollstandig aus korpereigenem Material besteht oder
Tragersubstanzen mit diesem besiedelt. Hierbei ist das Ziel, eine Herzklappe zu
schaffen, die zu keiner immunologischen Reaktion flihrt und zudem im lebenden
Organismus Zellerneuerung und damit potenzielles Wachstum moglich macht.
Hierbei sind verschiedene Ansatze zur Entwicklung der Tragermatrix Gegenstand
aktueller Untersuchungen. Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss der
Matrix auf die Entziindungsreaktion der auf ihr kultivierten Endothelzellen. Obwohl
es im Rahmen der Infektion zu einer vermehrten Adhasion der Bakterien an die
auf Fibrin — und Kollagengel kultivierten Endothelzellen und zu einer vermehrten
Monozytenadhasion kam, zeigte sich eine verminderte Auspragung der Tissue
Faktor abhangigen Gerinnung. Die Entwicklung einer thrombogenen Auflagerung
(Vegetation) an die infizierte Herzklappe und das damit verbundene Risiko der
Thromboembolie ist eine der gefahrlichsten Komplikationen der infektidsen
Endokarditis. Wir konnten in vitro zeigen, dass die Matrix einen potenziell
protektiven Einfluss auf die Gerinnungsaktivierung hatte. Die hier zugrunde
liegenden, potentiellen Mechanismen sind Gegenstand weiterer Untersuchungen.
Ebenso koénnen zuklnftige Experimente unter Flow-Bedingungen zusatzliche
Informationen, die der in-vivo-Situation naher sind, erschlieRen. Die Erkenntnisse
dieser Arbeit sowie weiterfihrende Untersuchungen kdénnen Ansatzpunkte
identifizieren, die die Konstruktion einer Herzklappe aus vollstéandig
biokompatiblem Material mit protektiven Eigenschaften, so als ein reduziertes
Infektionsrisiko, ermdglichen. Dies ist in der Therapie der kongenitalen und

erworbenen Herzklappenerkrankung von groRem Wert.
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